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1.1. El calcio en Plantas Superiores

1.1.1. Propiedades y estado natural

El calcio es un elemento metélico, reactivo y blanco plateado. Pertenece al
grupo 2 (o II A) del sistema periodico, y es uno de los metales alcalinotérreos. Su
numero atomico es 20 y fue aislado la primera vez por el quimico britdnico
Humpry Davy en 1808 mediante electrolisis. Es un cation divalente, que tiene seis
isotopos estables y varios radiactivos. Metal maleable y ductil, amarillea
rapidamente al contacto con el aire. Tiene un radio i6nico hidratado de 0,412 nm,
presenta un punto de fusion de 839°C, un punto de ebullicion de 1484°C y una

densidad de 1,54 g/cm3; su masa atomica es 40,08.

Es uno de los elementos mas abundantes en la litosfera, ocupando el quinto
lugar en abundancia entre los elementos de la corteza terrestre, pero no se
encuentra en estado puro en la naturaleza. Se da en varios compuestos muy utiles,
tales como el carbonato de calcio (CaCOs), del que estdn formados la calcita, el
marmol, la piedra caliza y la marga; el sulfato de calcio (CaSQOs), presente en el

alabastro o el yeso; el fluoruro de calcio (CaF;), en la fluorita; el fosfato de calcio
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o roca de fosfato (Ca3(POs),), y varios silicatos. En el aire frio y seco, el calcio no
es facilmente atacado por el oxigeno, pero al calentarse, reacciona facilmente con
los haldgenos, el oxigeno, el azufre, el fosforo, el hidrogeno y el nitrogeno. El
calcio reacciona violentamente con el agua, formando el hidroxido Ca(OH), y

liberando hidrogeno.

1.1.2. El calcio en el suelo

Como elemento nutritivo, el calcio es el cation mas abundante en el
complejo de cambio, pero la proporciéon que se asimila depende del grado de
saturacion del suelo. El calcio fijado en el complejo coloidal y el unido a los
compuestos hiimicos son las formas naturales mas abundantes del horizonte fértil.
Incluso en suelos acidos casi siempre hay cantidades suficientes para la adecuada
nutricion de las plantas cultivadas, sobre todo cuando las especies son poco
exigentes. En general, para regiones templadas y humedas, el -calcio
intercambiable es unas diez veces mas abundante que el potasio cambiable. Sin
embargo, en su mayor parte, se halla como no intercambiable, formando parte de
los minerales como la anortita (CaAl,-Si,Og), aunque paulatinamente se puede
hacer disponible por descomposicion del mineral. Los suelos aridos y semidridos
contienen cantidades apreciables de calcita (CaCO3); y los alcalinos de fosfatos
calcicos mas o menos solubles dependiendo de la acidez y producto de solubilidad
de la sal. Asi, los iones calcio, pueden reaccionar con los iones fosfato del suelo

formando precipitados de distinta solubilidad (Jackobsen 1993b):
Ca(H,POy), + Ca®" =< 2CaHPO, +2 H'
3CaHPO, + Ca®” = Cay(HPO,); + 2 H'
Cay(HPO,); + Ca> = Cas(OH)(PO,); + 2 H'

El contenido de iones totales en la solucion del suelo varia, pero, en la
mayoria de los casos, el Ca®" constituye el 60-80 % del total de estos iones vy,

aunque las raices aprovechan menos del 3% del calcio disponible, esta cantidad
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suele ser suficiente para satisfacer las demandas que, por ejemplo, tienen los

frutales (Barber et al., 1963).

Calcio y magnesio constituyen la fraccion mas importante del complejo de
cambio cationico, en tanto que los cationes monovalentes se hallan en menor
proporcion. Entre estos ultimos, el potasio estd retenido més fuertemente que el
sodio por lo que su lixiviado es escaso y su nivel en los suelos regularmente
fertilizados, suele ser elevado. Incluso a lo largo del tiempo, puede provocarse un
enriquecimiento en potasio, con el consiguiente efecto antagonico sobre la toma
de calcio y de magnesio por las raices. De acuerdo con los resultados obtenidos
por Jackobsen (1993a), el antagonismo potasio-calcio se hace particularmente
evidente cuando, durante el crecimiento del fruto, el valor de la relacion entre

ambos nutrientes en el extracto acuoso del suelo (1:2) es superior a 10.

El calcio se halla también asociado a la materia orgéanica del suelo, en
relacion con el humus, aunque la mayor parte se encuentra adsorbido en las

particulas de arcilla
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Figura 1. Intercambio calcio-protén en las micelas de arcilla del suelo

Las micelas de arcilla (Figura 1) tienen forma de discos irregulares con la
superficie cargada negativamente. Estas cargas atraen a iones como H'™ y Ca®",

que quedan, de este modo, adsorbidos en la superficie en una reaccion reversible.

Esta disponibilidad disminuye en condiciones muy alcalinas al hacerse
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insolubles los compuestos de Ca>". En suelos écidos las sales de calcio y
magnesio estan disociadas y por lo tanto se produce la lixiviacion de estos
cationes divalentes. Por ello, es 16gico que su disponibilidad aumente con el pH;
aunque por encima de pH 8.5 existe una reduccion importante ya que, sodio y
potasio reemplazan calcio y magnesio en los cristales de arcilla y estos cationes

divalentes precipitan como carbonatos.

Los suelos muy acidos suelen ser pobres y con escasa capacidad de
intercambio, estando equilibradas las cargas negativas de las arcillas con H'. Para
fertilizar este tipo de suelos, escasos en nuestro pais, donde el problema suele ser
mas bien el contrario, se suele proceder a un encalado con CaCO;3; o CaO, de
modo que los protones son desplazados y forman agua, aumentandose, por
consiguiente, la capacidad de intercambio. Por otra parte, es importante controlar

cuidadosamente el pH para que no rebase el valor de 7 (Gil-Martinez, 1995).

Las funciones del calcio en el suelo son muy diversas y, desde el punto de
vista quimico, se podria destacar que es el encargado de neutralizar la acidez del
suelo aumentando el pH, incrementa el porcentaje de saturacion de bases, y
participa en los mecanismos de intercambio cationico entre la solucion y el

complejo de intercambio cationico, ademas de elevar el potencial redox.

El calcio es antagonista de algunos elementos, como K, Fe, Mn, B y Zn
dificultando su asimilacion y reduciendo la toxicidad de Mn, B, Zn (Sillampaa,
1976). Desde un punto de vista edafolégico cabria destacar que: favorece la
estabilidad estructural del suelo, y también los mecanismos de difusion gaseosa
atmosfera-suelo; y permite la circulacion del agua, ya que impide la destruccion

de agregados y el taponamiento de los poros del suelo.

Atendiendo a la actividad fisiologica del calcio podria establecerse que:
facilita la respiracion radicular, favorece la evolucion de la materia orgéanica en el

suelo mediante procesos de humificacion o mineralizacion, estimula la actividad
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de organismos nitrofijadores, y reduce la virulencia de algunas de las

enfermedades criptogdmicas (Fuentes, 1997).

1.1.3. Transporte y Absorcion de Calcio en la Planta
Sprengel fue el primer investigador en mostrar que el calcio es un nutriente
esencial para las plantas, que estd inmovilizado formando sales de acidos

organicos e inorganicos (Bergmann, 1992).

Las alteraciones fisiologicas asociadas con la nutricion célcica son factores
importantes para los cultivos. De hecho, segiin (Poovaiah, 1993), al aumentar la
concentracion de calcio en tejidos vegetales deberia disminuir la incidencia de
estas fisiopatias y, por tanto, mejorar la calidad del producto. Sin embargo, niveles
de calcio bajos en determinados 6rganos de una planta no siempre son el resultado
de una absorcion de calcio insuficiente, sino que puede deberse a problemas de

distribucion (Paiva et al., 1998).

La necesidad de calcio de los cultivos agricolas depende de la familia,
género y especie considerada, asi como de factores medioambientales como el
suelo y las condiciones climaticas. Segiin Yamada (1975) una concentracion foliar
de calcio de 0.5% en la materia seca se considera un nivel adecuado para la
mayoria de las plantas, aunque las leguminosas tienen requerimientos cinco veces
mayores (Kamprath y Foy, 1971). Las cantidades de calcio absorbidas del suelo
varian entre 10 y 100 kg ha™. Asi, en la mayor parte de los casos, la concentracién

2+ .. . . ;.
de Ca”" en tejidos vegetales es superior a la considerada como Optima.

La necesidad del calcio en el caso del manzano, calculando una produccion
anual de 5-6 toneladas de materia seca por hectarea, podria estimarse en unos 25
kg ha™' que se distribuirian de la siguiente manera: 1.20 % en la materia seca de
raices y tallos, 0.60% en ramas, 0.90% en hojas y 0.02% en fruto (Vang-Petersen,
1980).
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El calcio que esta presente en las paredes celulares, en forma de pectatos
calcicos, parece estar involucrado en la absorcion de iones y mantenimiento de la
permeabilidad de la membrana (Simon, 1978). Su presencia en ella es esencial
para mantener las estructuras, ya que su disminucidon o ausencia provoca, entre

otros efectos, despolarizacion del potencial transmembrana (Gil-Martinez, 1995).

?
‘409[,]0 QWO.& OH OH
~ | / i »
& Ca0-P-0-Ca~_ o Ca, g g
S I o S, LY - |
o} 09"| o & O g a
/ 1 % / $ B
L Op, % o & . 3
i TN \ © B
= / o
y 0 % — o-P-0
\ / © \l g
o]
& 4 £
«Q (] é\ UQ § /
2, O g gw
/1'23\(: 3? OH é‘u \(3” ég’ T F
) Q I s GO ;
80 % NS /n ] &
@ %b ,§' Mg-0-p.0.cy 7 & % {?
O S (’3] a/ g
@
AN o /7
4 Qp / .
W y O — Cadenas pécticas —
o 0 ‘
® \
ACemo —— Cadenas pécticas —

Figura 1: Estructura propuesta por Henglein (1958) para la protopectina

Una de las principales funciones del calcio en la planta es la de actuar,
formando parte de la estructura de la protopectina, como agente cementante para
mantener las células unidas. La protopectina (Figura 1) esta localizada en la
lamina media y en la pared primaria celular; cuando se degrada se originan
productos mas simples, principalmente pectatos célcicos insolubles. Esta funciéon
parece tener particular importancia, puesto que si el calcio se remplazase por otros

elementos esenciales, tales como potasio o magnesio, los compuestos organicos y
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las sales minerales no se retendrian por las membranas en la forma més adecuada

(Navarro y Navarro, 2000).

Otras funciones atribuidas al calcio son: regular la absorcion de nitrogeno;
actuar sobre la traslocacion de los hidratos de carbono y proteinas en el interior de
la planta; neutralizar los 4&cidos organicos que se pueden originar en el
metabolismo vegetal, tal cual ocurre con el acido oxalico. Esto implica que
interviene en la regulacion del pH celular y en su osmorregulacion; activando
enzimas como amilasa y fosfolipasa. También se ha descrito que regula la
absorcion o contrarresta los efectos perjudiciales del exceso de otros elementos

como potasio, sodio o magnesio (Hanson, 1984).

Los excesos de calcio pueden inmovilizarse en forma de cristales de oxalato
de calcio (Marschner, 1995). Estos cristales se encuentran en los tallos y peciolos
(Terblanche et al., 1979). Asi, la movilidad del calcio podria estar sujeta a
restricciones fisioldgicas que limitan su absorcion durante el desarrollo del fruto
(Swietlik y Faust, 1984). Por otro lado, el calcio es muy poco toxico para los
vegetales, de modo que concentraciones muy altas suelen provocar pocos efectos

negativos.

El calcio es poco mévil y tiende a acumularse en los 6rganos mas viejos,
mientras que los de mayor actividad metabdlica (hojas en crecimiento, flores,
frutos y meristemos apicales) son los que necesitan un mayor aporte; por tanto, la
deficiencia de este macronutriente afecta en primer lugar a las partes en formacion
y meristemos en crecimiento, donde queda fijado y practicamente inmévil en sus
paredes celulares. Debido a esta inmovilidad, las hojas viejas pueden tener
concentraciones normales de calcio, mientras que las hojas jévenes, frutos u otros
organos pueden presentar niveles por debajo de la normalidad (Chiu y Bould,

1977).

El movimiento del calcio es unidireccional, ascendiendo desde las raices
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hacia las zonas meristematicas y los tejidos jovenes. Una vez depositado en el
tejido foliar no recircula, incluso bajo condiciones de estrés célcico (Hanger,

1979).

La movilidad del calcio es mucho mayor en la compartimentacion
extracelular de la planta, constituida por el apoplasto (conjunto de paredes
celulares, incluidas las células del xilema) que en la compartimentacion
intracelular o simplasto, comunidad de protoplastos vivos, incluidos los tubos del

floema (Marschner, 1983).

La toma de calcio por las plantas estd influenciada por su estado redox, por
el pH del suelo y por la concentracion de otros cationes, ademds de estar
relacionado con sus funciones en la pared celular, respiracion, fotosintesis,
transpiracion y efectos especificos (antagonismo y/o sinergismo) de otros iones.
Las plantas lo absorben unicamente en forma idnica y es transportado hacia la
parte aérea de la planta por el flujo de transpiracion a través del xilema. A
diferencia de K~y Mg”", iones que, como el nitrogeno y los compuestos de
fosforo, son facilmente transportados en el floema (Tagliavini et al., 2000); los
iones calcio y boro, son transportados exclusivamente a través de los vasos del
xilema (Bergmann 1992), bien en forma idnica o acomplejado con los acidos

malico o citrico (Vang-Peterson, 1980).

De acuerdo con Fried y Shapiro (1961), la concentracion de calcio en la
mayoria de las soluciones del suelo varia entre 3,4 y 14 mM mientras que en la
superficie de la raiz es de 0,1-1 mM siempre que no se den excesos de otros iones.
Asi para que los minerales del suelo sean absorbidos por las plantas deben, en
primer lugar, pasar de la solucion del suelo al interior de las células de la raiz. El
calcio absorbido atraviesa la epidermis, el parénquima cortical a través de los
canales citoplasmaticos que conectan las células, la endodermis y el parénquima
vascular, penetrando en los vasos lefiosos del xilema encargados de conducir agua

y sales por toda la planta.
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Tras alcanzar la superficie de la raiz, el calcio se mueve pasivamente por el
flujo de transpiracion acompafiando al agua (Kirby y Pilbearn, 1984). Este
mecanismo se realiza a través de una serie de reacciones de intercambio i6nico de
calcio en las paredes cargadas negativamente de los vasos del xilema hacia las
diferentes partes del vegetal. Es decir, la fuerza impulsora del movimiento del
agua por el arbol es la evaporacion a través de las hojas, y el calcio se arrastra por
la corriente de transpiracion (Figura 2). Si el potencial hidrico en el xilema
disminuye, la acumulacion y concentracion de calcio en el fruto decrece (Bar-Tal
et al., 1999). Si bien este mecanismo puede potenciarse por la presencia de otros

cationes divalentes o por quelacion del i6n calcio.
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Figura 2: Representacion esquematica del transporte del
calcio por la planta (Maarschner, 1995)
El transporte del calcio a las hojas parece estar mas relacionado con la tasa
de crecimiento de las raices que con la de los brotes (Scaife y Clarkson, 1978). El
calcio es importante para el desarrollo de las raices, ejerciendo una triple funcion:

multiplicacion y crecimiento celulares y neutralizacion de hidrogeniones (Navarro

11
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y Navarro, 2000). Por otra parte, el calcio tiende a reducir la permeabilidad de las
raices jovenes, provocando la expansion de éstas y también la de sus pelillos
radiculares, lo que potencia una mayor eficacia en la exploracién del suelo.
Algunos investigadores consideran que la alteracion del sistema radicular es un

sintoma de la deficiencia de este elemento (Sanz et al., 2000).

Se han encontrado evidencias de una baja movilidad de calcio en el floema,
que es el encargado de transportar los azlicares desde las hojas hacia los frutos en
desarrollo (Bradfield, 1975; Ziegler, 1975). Esto se apoya, en las bajas
concentraciones de Ca®" encontradas en la savia del floema, en su falta de
acumulacion, y de traslocacion cuando se aplica como tratamiento foliar, y en su
escasa movilidad durante la senescencia foliar (Zimmerman, 1969). Sin embargo,
en ocasiones, se ha podido comprobar cierto movimiento del calcio por el floema
hacia zonas de gran desarrollo (gradiente fuente-sumidero muy elevado) o, en
cotiledones, cuando el trayecto es muy corto y el gradiente grande (Gil-Martinez,

1995).

En plantas herbaceas, el calcio se inmoviliza rapidamente, mientras que, en
lefiosas, el movimiento ascendente del calcio es bajo, pero apreciable con mucha
acumulacién en la corteza y poca madera. Asi, en manzano, el calcio continiia
ascendiendo por el tronco a lo largo de la estacion. Este calcio translocado
secundariamente viene desde las reservas de la raiz y brotes mas bajos, y es una

fuente de calcio para el crecimiento de la planta en la siguiente estacion (Hanger,

1979).

1.1.3.1. Interaccidn con otros iones

La interaccion entre iones se define como la influencia que ejerce un i6n
(positiva o negativa) sobre la acumulacion de otros iones en el mismo tejido

(Emmert, 1959).

La interaccion con otros iones puede influir en la absorcion de calcio. Existe

12
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una notable competicion con cationes no-especificos (cationes antagoénicos) como

K", Mg*" y NH;" que pueden disminuir su absorciéon (Bangerth, 1979).

El boro es un microelemento esencial para las plantas (Maschner, 1983) que
regula un buen nimero de reacciones enzimaticas (transporte de azicares, division
y crecimiento celular, respiracion, fotosintesis y sintesis de paredes celulares), ya
que tiene la capacidad de acomplejarse facilmente. Cuando existe en cantidad
suficiente, parece que provoca un incremento en la absorcion de calcio
(Wooldridge et al.,, 1974). Es transportado, al igual que el calcio, casi
exclusivamente por los vasos del xilema. Shear y Faust (1970) indican que la
cantidad de boro estd muy relacionada con el bitter pit y que pequeiias
aplicaciones son beneficiosas para combatir dicha fisiopatia. En cambio, si la
concentracion de este elemento es excesiva, se produce un efecto contrario al
descrito (antagonico con el calcio). Asi, Wojcik y Cieslinski (2000), encuentran
que aplicaciones de boro, en manzano, tanto en aspersion foliar, como al suelo,

incrementan la concentracion final de boro y calcio en el fruto.

El fosforo, es un componente de ciertos enzimas y proteinas, de adenosin
trifosfato (ATP), de acido ribonucleico (ARN), acido dexosirribonucleico (ADN),
y fitina. Su funcién mas importante es la de almacenamiento y transferencia de
energia. La energia obtenida de la fotosintesis y el metabolismo de los hidratos de
carbono es almacenada en los compuestos fosforados para su posterior utilizacion

en procesos reproductivos y de crecimiento (Tisdale et al., 1985).

El fosforo es muy movil dentro de la planta y, al igual que el N, se desplaza
a aquellos lugares en los que existe gran actividad metabolica (Rom, 1996). El
fosfato a altos niveles, junto con el Ca®", forma precipitados insolubles de fosfato
de calcio que obstruyen las conducciones y, por lo tanto, impiden el movimiento

del Ca?" desde la raiz hacia el brote (Chiu y Bould, 1976).

Las aplicaciones de fosfato amonico pueden aumentar el vigor del arbol, la

13
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produccion y, en algunos casos, la calidad de la fruta. Sin embargo, segin Raese
(1998), el exceso de abonado fosfatado a perales y manzanos, puede provocar la
acidificacion del suelo y un aumento de la incidencia de bitter pit en manzanas y

de cork spot en peras.

El magnesio es de gran importancia por ser uno de los componentes de la
molécula de clorofila pieza clave en el proceso de la fotosintesis. Tiene una
actividad quimica similar a la del calcio, y por ello compite con él en el arbol. Es
transportado principalmente via floema y segin Lewis y Martin (1973), existe un
gradiente de concentracion en el fruto. Es posible que el Mg pueda afectar a la
absorcion y translocacion de calcio (Kotze, 1979) y que pueda reemplazar el
calcio de las sustancias pécticas de la pared celular dando lugar a una pérdida de
rigidez. Su aplicacion via foliar o al suelo, también disminuye la concentracion de
calcio en hojas y raices (Vang-Petersen, 1980). De hecho, infiltraciones realizadas
con MgCl, en manzano inducen la aparicion de bitter pit (Burmeister y Dilley,

1993; Retamales et al., 2000).

El nitrégeno que, participa en la estructura de las moléculas proteicas, es
transportado, principalmente, via floema, tiene una marcada influencia sobre el
movimiento y distribucion del calcio. Cuando se aporta el nitrégeno en forma
amoniacal al medio nutritivo se produce una reduccion en la absorcion y
movimiento del calcio, a la vez que aumenta la concentracion en las hojas jovenes
(Shear y Faust, 1970; Fukumoto y Nagai, 1983). En cambio, cuando el aporte se
realiza en forma de nitrato, aumenta la absorcion de calcio y su almacenamiento
en las hojas, y cuando se suministra a manzanos en otoflo se produce una
acumulacion de calcio en los brotes (Ludders et al., 1970). La nutricion de plantas
con nitrato produce contenidos en acidos orgéanicos mas altos que cuando se
fertiliza con amonio (Kirby y Mengel, 1976). En cualquier caso, desde un punto
de vista agronomico, los excesos de nitrogeno, no son recomendables ya que

favorecen el crecimiento de los brotes sobre el de los frutos; concretamente, en

14
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manzana y melocotdn, su calidad aumenta cuando la concentracion de nitrégeno

en fruto es muy baja y alta la de calcio (Tagliavini, et al., 2000).

El potasio, es un elemento esencial para las plantas que desempena multitud
de funciones entre las que destacan su papel como osmolito para mantener la
turgencia celular. Juega un importante papel en el metabolismo de los hidratos de
carbono, favoreciendo la produccion y transporte de azlicares, almidon y acidos
(Missotten, 1996). Ademas, es antagonista del calcio en la transpiracion y retrasa
su absorcion; por lo tanto el contenido de calcio estd correlacionado
negativamente con el aporte de potasio, tanto en hoja como en fruto (Van-
Petersen, 1973). La relacion de equilibrio entre ambos cationes varia con la

especie e incluso entre variedades.

Este cation es transportado principalmente via floema en forma iodnica.
Transporte que se produce de forma lineal con el crecimiento del fruto. A
diferencia del calcio, su concentracion es bastante uniforme dentro el fruto.
Asimismo, algunos parametros indicadores de calidad, como la concentracion de
carbohidratos solubles, se relacionan positivamente con el contenido de potasio en

fruto (Tagliavini, et al., 2000).

Los micronutrientes u oligoelementos son fundamentalmente constituyentes
de moléculas enzimaticas y por lo tanto estan presentes solo en cantidades muy
pequenias. Estos oligoelementos esenciales estdn intimamente implicados en
practicamente todos los procesos metabolicos. Actian como cofactores y
activadores de reacciones enzimadticas o ejercen como catalizadores cuando son
grupos prostéticos de proteinas metalicas. La mayor parte de estos atomos
metalicos son metales de transicion y realizan su accidn catalitica por cambio en
su estado de valencia. Asi el hierro es un componente de varios transportadores de
electrones como citocromos o ferredoxina. Es esencial en la respiracion y
Fotosintesis por su capacidad para cambio en su estado de oxidoreduccion.

Ademas, aunque no es un componente de la clorofila, es esencial para su sintesis;

15



jnl‘roJuccio’n

el manganeso es activador de varias enzimas y también actia en la liberacion
fotosintética de oxigeno; el cobre forma parte de varios sistemas enzimaticos
como la acido ascorbico oxidasa y citocromo oxidasa, y de la plastocianina que se
localiza en la cadena de transporte electronico fotosintético. Por otra parte su
deficiencia inhibe la lignificacion de la pared celular; y, el cinc acta como
activador o formando parte de varias enzimas como la anhidrasa carbonica y su
deficiencia produce un descenso en la produccién de auxinas. Kabata-Pendias y
Pendias (1992) resumen las relaciones antagonistas o de sinergismo entre calcio y
micronutrientes. Asi, el calcio juega un papel calve en la absorcion y metabolismo

de elementos traza como: B, Cu, Fe, Mn y Zn, entre otros.

1.1.4. El Calcio en el fruto

Mientras que la toma de algunos macroelementos por parte del fruto se
realiza de forma continuada, permaneciendo metabolicamente activos durante la
vida del mismo, andlisis de calcio realizados en manzanas, con distinto grado de
maduracion, han demostrado que el paso de calcio al fruto se realiza en dos fases

(Figura 3):

1. Periodo comprendido desde la floracion hasta el cuajado, cuando el fruto
crece rapidamente y la absorcion de calcio es rapida y lineal. Conforme el
elemento llega al fruto (a través del xilema) se va acumulando, hasta que se
produce un cambio metabdlico que coincide con el fin de la division celular
y el comienzo de la elongacion. Quilan (1969) encontré que el fruto
acumula el 90% del total de calcio en la 6 primeras semanas de

crecimiento.

2. Periodo que finaliza en la recoleccion. Entrada y salida de calcio en el
fruto, donde su concentracion aumenta muy poco O permanece

practicamente constante, y el aporte de agua se realiza entonces a través del
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floema donde, como ya se ha comentado, la concentracion de calcio es muy

baja (Link, 1976).

Principal periodo de toma  Dilucion del Ca en el fruto dependiendo
de Ca por el fruto del tamano del mismo
El fruto ha recibido Fruto grande
casi la totalidad de su Ca
2?
¢ Fruto pequefic. | o iver pit
2?
Suficlente Ca
Insuficiente Ca
La cantidad de Ca en un fruto es
independiente del tamano del mismo
Floracion
Y Recoleccion
Cuajado

Figura 3: Representacion de la absorcion de calcio en manzanas (Faust y Shear, 1971)

Una de la causas de la escasa concentracion de calcio en el fruto, en relacion
con la existente en el resto de organos, de nuevo parece ser la baja tasa de
transpiracion (LinK, 1976), y los dos factores que regulan este flujo en el interior
de estos 6rganos son las condiciones externas ambientales y la fase de desarrollo
de éstos 6rganos (Hanger, 1979). Si bien, aun en condiciones normales, la entrada
de calcio a través del pedunculo es mas lenta que la del resto de nutrientes; su
salida, sin embargo, puede ser rapida y abundante, cuando la transpiracion es
excesiva, alcanzando pérdidas de hasta 10 mg Kg' de peso fresco (Wilkinson,
1970). Ello se debe a la fuerte competencia por este elemento entre los frutos y los

brotes en crecimiento (meristemos apicales y nuevas hojas).
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Los frutos jovenes en su etapa de division celular rapida tienen una
absorcion de calcio normal a través de la corriente de transpiracion. Cuando
comienza el crecimiento rapido la circulacion de fotosintatos y nutrientes a través
del floema aumenta rdpidamente, mientras que la absorcion de calcio cae a niveles

muy bajos.

Las manzanas jovenes, en desarrollo tienen una cuticula muy permeable,
una alta tasa de transpiracion y estan fotosintetizando activamente. Durante este
periodo el fruto necesita gran cantidad de agua y relativamente pocos fotosintatos,
siendo suministrado el agua y el calcio principalmente a través del xilema.
Cuando los frutos crecen, disminuye la transpiracion, la tasa de fotosintesis y
también decae la relacion superficie/volumen de fruto. A partir de este momento,
el fruto recibe fotoasimilados en mayor cantidad, y la ruta principal de transporte
de agua cambia del xilema, al floema, donde el calcio es practicamente inmévil. A
medida que el fruto crece, la absorcion de calcio, via floema, al estar restringida,
no sigue el mismo ritmo que la expansion del fruto por lo que la concentracion de
calcio decae y se diluye progresivamente (Himelrick ,1983). En este sentido,
Plisek (1995) encuentra una relacion lineal entre el contenido de calcio en fruto
(mg Ca®/ fruto) y su peso. Sin embargo, la concentracion de calcio diminuye

exponencialmente con el aumento de tamafio del fruto.

La distribucion del calcio que penetra en el fruto resulta bastante irregular,
ya que la mayor parte permanece inmovilizado como oxalato en el floema
peciolar, en la zona de insercion con el fruto (Stebbins y Dewey, 1972) su
concentracion suele ser minima inmediatamente debajo de la piel y en la zona
calicina, que precisamente son los lugares donde suele manifestarse el bitter pit

(Ferguson y Watkins, 1989).
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1.1.5. Relacion entre Calcio y Fitohormonas

Las fitohormonas, especialmente el acido abcisico (ABA) y las citoquininas,
pueden afectar la absorcion y la translocacion a los brotes (Jones y Lunt, 1967,
Karmoker y Van Steveninck, 1978). El ABA disminuye y las citoquininas
aumentan la resistencia de las raices a la absorcion de agua y esto influye en la

s 7 2+
absorcion de Ca™".

El acido indolacético (IAA) juega un papel importante en el transporte del
Ca’ en plantas (Felle, 1988). De hecho, Banuelos et al. (1987), describen un
mecanismo de transporte de calcio controlado por el IAA que producen los frutos
independiente del flujo de transpiracion. Hertel (1983) propuso que la accion de
las auxinas y su transporte podria influenciar la entrada de calcio y permitir el
contratransporte de IAA y Ca® en contra de sus respectivos gradientes
electroquimicos. Este mismo autor propone la localizacion de estos
transportadores en el tonoplasto y membrana plasmatica, de forma que la
presencia de auxinas pudiera promover la liberacion del Ca”" desde las vacuolas o
paredes celulares para elevar la concentracion citoplasmica de Ca** que podria
actuar, via calmodulina, como un mensajero acoplado a la auxina. El crecimiento
inducido por auxinas produce un incremento del Ca*" citoplasmatico (Ayling y
Clarkson, 1996), que podria estimular el flujo vesicular desde el aparato de Golgi
hasta la pared celular. Esto incrementaria la sintesis de paredes celulares y su

renovacion que, a su vez, aumentarian la tasa de elongacion.

1.1.6. Las Auxinas

La primera auxina fue identificada como el 4cido indolil-3-acético (IAA). El
IAA es activo en cantidades de submicrogramos y estd asociado a muchos
procesos fisioldgicos, incluyendo dominancia apical, tropismo, elongacién de

brotes, division celular en el cambium e iniciacion radicular.
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Durante el siglo XIX, Ciesielski estudi6 la respuesta geotropica de las
plantas y Charles Darwin ademas del efecto de la gravedad, estudio el efecto de la
iluminacion lateral (fototropismo) sobre el movimiento de las plantas. Estas
investigaciones llevaron a Went en 1926 a obtener un factor promotor del
crecimiento en coledptilos de avena, que lo denomind auxina. Asi, auxina es un
término genérico que designa los compuestos caracterizados por su capacidad

para inducir la elongacion de las células de los brotes.

Se han sintetizado auxinas como el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
el acido naftalen-1-acético (NAA) que se usan ampliamente en horticultura para
inducir el desarrollo del fruto. A altas concentraciones las auxinas siténticas son

herbicidas muy efectivos.

1.1.6.1. Biosintesis v Metabolismo de auxinas

El TAA es quimicamente similar al aminoéacido triptéfano, precursor
primario en su ruta biosintética. Se sugieren dos mecanismos para explicar esta

conversion (Figura 4):

e El triptofano a través de una reaccion de transaminacion pasa al acido
indolpiravico que por descarboxilacion se transforma en indoacetaldehido de

cuya oxidacion se obtiene el [AA.

e Un segundo mecanismo sugiere una descarboxilacion del triptéfano para
convertirse en triptamina que una vez desoxidada y desaminada produce

indoacetaldehido.

Estos mecanismos estan regulados por enzimas que son mas activas en los
tejidos mas jovenes, como meristemos de los brotes apicales, hojas y frutos en
crecimiento, que a su vez son los tejidos donde se encuentra mayoritariamente el

IAA (Davies, 1995).
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Figura 4: Posibles rutas metabdlicas de la sintesis de 1AA.

1.1.6.2. Distribucidn y transporte de auxinas

La concentracién de auxinas es maxima en los 4pices en crecimiento, es
decir, en la punta del coleoptilo, en las yemas y en los apices en crecimiento de
hojas y las raices. Sin embargo, las auxinas distribuidas por la planta también

proceden de regiones meristematicas (Thimann, 1934). La concentracion de
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auxina desciende gradualmente desde el 4pice a la base del coledptilo. En la zona
radicular también se observa un aumento suave de concentracion en direccion al
apice de la raiz. Sin embargo, la cantidad de auxinas es mucho mayor en el apice

del coledptilo que en el de la raiz.

El transporte de las auxinas por las plantas se debe a un estimulo activo
desde el apice del coleoptilo hasta la base, en direccion basipeta. Jacobs (1961)
comprobd que existia un movimiento acropeto, aunque solamente era 1/3 del
basipeto. Asimismo, una parte de la auxina producida por las hojas es transportada

por el floema hasta otras partes de la planta (Audus, 1959).

El transporte de auxina en los tejidos vegetales tiene lugar a velocidades
suficientemente altas como para excluir la difusion como via principal. Las
velocidades varian en funcion del tipo de planta y es mayor para el movimiento
basipeto (6-26 mm/hora) que para el acropeto (1-2 mm/hora). La velocidad de
desplazamiento debe ser lo suficientemente alta como para que las auxinas puedan

circular en contra del gradiente de concentracion.

1.1.6.3. Funciones de las auxinas

A continuacion se muestran algunas de las respuestas de las plantas ante la
presencia de auxinas (Davis, 1995; Mauseth, 1991; Raven et al., 1992; Salysbury
y Ross, 1992):

o Estimula el elongacion celular.

Estimula la division celular en el cambium.

Estimula la diferenciacion del xilema y floema.

Estimula la iniciacion radicular en injertos y en el desarrollo de raices

laterales en tejidos en cultivo.

Fototropismo y gravitropsimo.

e Estimula el crecimiento de las yemas apicales e inhibe el crecimiento de
las laterales.

e Retrasa la senescencia de hojas.

¢ Puede inhibir o promover (via etileno) la caida de hojas y frutos.

e Puede inducir el crecimiento del fruto en algunas plantas.

e Participa en el movimiento de asimilados por el floema.
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Retrasa la maduracion de la fruta.

Promueve el crecimiento de algunas de las partes de las flores.
Estimula la produccion de etileno a altas concentraciones.
Estimula la respiracion.

Estimula la produccion de frutos partenocarpicos.

1.1.7. El Calcio en la célula

Las plantas responden a una gran variedad de sefiales quimicas y
ambientales. La forma en que las plantas perciben las sefiales y producen una
respuesta constituye una de las areas de investigacion mas importante y modernas

de la biologia celular de plantas (Blancaflor y Gilroy, 2000).

Fukumoto y Nagai (1983) consiguieron inducir la apariciéon de manchas
similares al bitter-pit infiltrando con inhibidores de la calmodulina.
Desgraciadamente, se abandond esta linea de investigaciéon antes de que se
produjeran los espectaculares descubrimientos acerca del homeostato de calcio y
del papel del calcio como tnico elemento mineral mensajero en la transduccion de

sefiales (Rudd y Franklin Tong, 1999; Harmon et al., 2000).

Tanto en plantas como en animales los niveles de calcio libre encontrados
en el citosol son extremadamente bajos (Ramussen and Barret, 1984; Gilroy et al.,
1990). La concentraciéon de calcio citoplasmatico libre en las plantas estd
normalmente comprendida en un rango de 0,1 a 1 uM, a diferencia de otros iones
cuyas concentraciones estdn en el rango milimolar. Debido a la diferencia
existente entre la concentracion de calcio en el citosol y en la pared celular (entre
1000 y 10000 veces), ademds de una diferencia en el potencial de membrana
(citoplasma de -120 a -170 mV), se produce un enorme gradiente electroquimico
para el flujo de calcio. Gilroy (1990) y Knight et al.,(1991) muestran que las
sefales fisicas y quimicas pueden alterar el estado de la concentracion intracelular
de calcio en las plantas y este cambio de concentracion dispara una cascada de

procesos bioquimicos que finalmente conducen a la respuesta en la planta (Jena et
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al. 1989; Braam, 1992). Por tanto puede decirse que la concentracion intracelular

de calcio ([Ca®'];) esta bajo control bioquimico y fisiologico (Figura 5).

Gravedad
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minerales
Figura 5: Sefiales que afectan al desarrollo de las planta. (A) externas; (B) internas
1.1.7.1. Transduccion de sefales

Para que el calcio pueda ser considerado como mensajero capaz de regular
los procesos fisioldgicos evocados por estimulos primarios deberian cumplirse

cuatro criterios (Hepler y Wayne, 1985; Gilroy et al., 1987; Povaiah et al., 1987):

I. El Ca®" citosolico debe cambiar en respuesta a estimulos

primarios y tales cambios precederan a la respuesta fisiologica

. ., . . . + . rqe ,
II. La induccion artificial de cambios en el Ca’" citosolico evocara
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una respuesta fisiologica en ausencia de estimulos primarios.

[T Las células deben poseer el mecanismo para percibir los cambios

2+ . yqe o1, .
en Ca” citosolico y transformarlo en una respuesta fisiologica

IV El bloqueo de los cambios en el Ca®" citosélico o el sistema de
percepcion de Ca®" debe prevenir la respuesta fisiologica a

estimulos externos.

En efecto, se han encontrado un buen nimero de evidencias experimentales
que apoyan estos criterios. Por lo tanto, el concepto de un sistema de Ca®”
mensajero universal en la transduccion de estimulos externos en plantas esta
ampliamente aceptado (Roux y Slocum, 1982; Roberts et al., 1986; Poovaiah y
Reddy, 1987; Poovaiah et al., 1987, 1988; Rudd y Franklin-Tong, 1999).

La regulacién del Ca®" es una funcion esencial de la célula y se realiza
gracias a un conjunto de procesos llamados colectivamente el homeostato de Ca*".
Bush (1995) discutié algunos de los progresos que se realizaron para identificar
los componentes del homeostato de Ca®" en plantas - bombas, transportadores
secundarios y canales 16nicos - asi como para caracterizar la manera en que opera
el homeostato en células vivas durante la transduccion de sefiales. Actualmente se
baraja una hipétesis para comprender como el homeostato de Ca®" influye en la
funcion celular. Los estimulos externos son capaces de inducir cambios en la
concentracion de calcio modificando las propiedades espaciales y temporales de la
célula. Asi, la regulacion localizada de los cambios de Ca*" en la célula, junto con
las modificaciones de actividad de otros intermediarios celulares, puede explicar
la variedad y especificidad de las respuestas celulares provocadas por cambios
sutiles en la concentracion de Ca®". Las funciones reguladoras del homeostato de
calcio abarcan desde el control del transporte del i6n hasta su expresion génica. El
progreso en su conocimiento y su significado en células vegetales se ha acelerado

gracias a las medidas directas de actividad de los canales idnicos y los niveles de
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Ca®" en células vivas, y por la caracterizacion molecular de los transportadores de
Ca®’. La convergencia de estas tres informaciones ha mostrado que la maquinaria
celular para establecer la homeostasis de Ca”" en plantas, aunque usada para
diversos fines, es marcadamente similar a la encontrada en otras células eucariotas
(Blatt y Thiel, 1990; Muto, 1992; Roberts y Harmon, 1992; Coté y Crain, 1993;
Gilroy et al., 1993; Poovaiah y Reddy, 1993).

La regulacion de Ca>” depende del gradiente electroquimico transmembrana
de Ca®" a través de la membrana plasmatica y la membrana intracelular. La
células mantienen una concentracion muy baja de Ca®" citosolico (100-200 nM)
para facilitar los procesos de regulacion. La vacuola y el reticulo endoplasmatico
(RE) son almacenes intracelulares de Ca®" (alrededor de 1 mM) el cual puede ser
movilizado por la generacion de inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3) y
adenosindifosfato ciclico (¢ADPR), como sugieren Rudd y Franklin-Tong (1999).
En la pared celular, donde el Ca*" actGa como molécula estructural, la

., 2+ .
concentracion de Ca™ se estima entre 0,5 y 1 mM.

Las mitocondrias, cloroplastos e incluso el ntcleo pueden actuar como
almacenes de Ca®" (Figura 6). Estos organulos pueden contener ademas otros
compuestos de Ca’" transductores de sefiales como la calmodulina (CaM). La

membrana nuclear contiene también elementos esenciales de un sistema generador

de IP3.
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Figura 6: Interacciones de Ca®" intra y extracelular en la regulacion celular

J

5 ; = 2+
Cuando las células reciben sefiales, los canales de Ca” se abren

temporalmente y [Ca>"]; aumenta rapidamente. Numerosas proteinas unidas a Ca>"
se activan en ese momento, incluida la calmodulina y las quinasas dependientes
de Ca*" (CDPKs) (Harmon et al., 2000). Una ver formado, el complejo Ca*’/CaM

traduce la sefial uniéndose a una proteina diana.

Las sefiales de [Ca®"]; son interrumpidas por la actividad de las ATPasas
localizadas en la membrana plasmadtica, en el tonoplasto, y en la membrana del
reticulo endoplasmatico (RE). Estos bombeos reestablecen y mantienen baja la

concentracion de Ca”" citoplasmatico. En el momento en que las H-ATPasa de la
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membrana plasmatica y el tonoplasto eliminan protones del citosol, las Ca®'-
ATPasas usan la energia libre liberada en la hidrolisis del ATP para translocar el
Ca®" dentro de los compartimentos extracitosdlicos en contra del gradiente
electroquimico. Algunas de las Ca’’-ATPasas son dependientes del complejo

Ca*"/CaM.

La existencia de los canales de calcio permite que las células vegetales
realicen un gran nimero de procesos inducidos por transducciones de sefales,
incluyendo la formacién de yemas, el crecimiento polar, la regulacion del
intercambio gaseoso, la secrecion, los movimientos, y el crecimiento y desarrollo
regulado por luz y hormonas (Hepler y Wayne, 1985; Leonard y Hepler, 1990).
La activacion de los canales de Ca’" permite la existencia de flujos
transmembrana de Ca®’. Estos flujos dan como resultado que, la [Ca®’]; pueda
temporalmente alcanzar concentraciones muy altas (hasta 300-400 mM),

particularmente cerca de la entrada de los canales abiertos (Figura 7).

—— Citosol

—Membrana

~_ Pared

Catt B Celular

Figura 7: Distribucién de Ca®* en el citoplasma en la
proximidades de los canales abiertos de Ca?*.
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Esta alta concentracion dispara numerosos procesos biologicos celulares por
modulacién de las quinasas, canales i6nicos, y otras proteinas de control celular
(Leonard y Hepler, 1990). Por otra parte, las células no pueden soportar, por
mucho tiempo, concentraciones altas de Ca’" que podrian interferir en el

metabolismo celular por competicion con Mg por el ATP.

Hasta el momento se han detectado en plantas dos clases generales de
canales de Ca®" como se observa en la Figura 8. Estos canales de Ca®" han sido
encontrados en la membrana plasmatica, en el RE rugoso, y en el tonoplasto. El
primer tipo corresponderia a los canales de Ca®” de membrana plasmatica, que
permiten el flujo de Ca®" desde el espacio de la pared celular en el citosol. En este
grupo se incluyen canales de Ca*" dependientes de voltaje (VDCC), canales
permeables a Ca”" activados por 4cido abscisico (ABA) y canales activados por
dilatacion de membrana. El segundo tipo lo constituyen los canales de Ca®'
localizados en la membrana de orgénulos intracelulares, que permiten la
liberacién del Ca*™ almacenado y que incluyen los canales activados por IPs y por

Ca”" (Alexandre et al., 1990; Schroeder y Hagiwara, 1990)
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Figura 8: Diagrama esqumatico de los diferentes canales de Ca?* en plantas superiores
(Schroeder y Thuleau, 1991).
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A continuacion se representa una célula utilizando una escala pseudocolor
que indica la concentracion de calcio en el citoplasma y en los orgénulos de esta
célula. Las flechas punteadas de la Figura 9 que unen el receptor de la membrana
plasmatica a IP;R indican que la(s) ruta(s) no estan bien caracterizadas en plantas.
Estos incrementos de concentracion intracelular de Ca®” producen respuestas

celulares especificas frente a las sefiales extracelulares.

v > Molécula
receptor sefial

approx.
[Ca®);

Canal de
Calcio
Ca2+
- 4 receptor Respuestas celulares
. p.e. Transcripcion génica
[Ca?*] extracelular ' itﬂjf“'”‘
uM- mM

Figura 9: Localizacion y movilizacion de calcio durante la transduccion en la célula
(reproduccion con permiso de los autores; Rudd y Franklin-Tong, 1999)

1.1.7.2. Proteinas implicadas en la transduccion de sefiales

Las principales dianas de las sefales de calcio en células eucariotas
pertenecen a una familia de proteinas que se unen al calcio conocidas como
proteinas moduladas por calcio. Como recopilaron Moncrief et al (1990), se han
caracterizado unas 150 proteinas diferentes de esta clase. Esta diversidad de

receptores de calcio refleja la forma especializada estructural y funcionalmente
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necesaria para que se produzcan las respuestas celulares.

La estructura de estas proteinas presenta dos hélices en cada lado del bucle,
formando un dominio hélice-bucle-hélice especializado que se une al Ca®’

llamado ““hand-EF’” (Moncrief et al., 1990; Strynadka et al., 1989).

Las proteinas moduladas por calcio mejor caracterizadas en plantas son la
calmodulina (CaM) y las quinasas dependiente de calcio (CDPK). La calmodulina
(CaM) es el miembro de esta familia de proteinas mas ampliamente distribuido y

se piensa que es un receptor intracelular primario de Ca”" en todas las eucariotas.
11.7.2.1 Calmodulina

A finales de los afios 70, se descubri6 la existencia, en plantas, de la
calmodulina (CaM), proteina ligada a Ca>", y también de enzimas dependientes de
CaM, proponiéndose que el Ca’" podia actuar como un mensajero en la
transduccion de sefiales en plantas. La comprension de que el Ca*" puede jugar un
papel de mensajero dio como resultado un incremento de la investigacion sobre la
actividad del Ca®" (Hepler y Wayne, 1985; Trewavas, 1986; Poovaiah y Reddy,
1987).

La Calmodulina (CaM) es una proteina que liga Ca’", de bajo peso
molecular (de 15 a 17 kDa), altamente conservada, y que actiia como el principal
receptor de calcio tanto en células vegetales como animales. Cada molécula de
calmodulina (Figura 10) posee cuatro sitios de unién de Ca*" o loops, que
contienen 12 aminoacidos y son ricos en glutamato y aspartato, y cuyas constantes
de disociacion se encuentran en el rango de 10°M. Actla en la transduccion de
sefales como mensajero secundario en una amplia forma de respuestas celulares.
Las calmodulinas vegetales comparten muchas caracteristicas estructurales y
funcionales con sus homologas en animales y levaduras, pero la expresion de
multiples isoformas de esta proteina parece ser un distintivo de las plantas

superiores. El espectro de proteinas vegetales que se une a calmodulina comparte
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algunas caracteristicas con las encontradas en animales, pero en plantas el nimero
de proteinas reguladas por calmodulina parece ser extraordinariamente alto

(Zielinski, 1998).

(A)

Figura 10: Estructura de la Calmodulina. (A) sin acomplejar (B) complejo Ca®*/calmodulina..

La calmodulina actfia por unién con pequefias secuencias peptidicas dentro

de proteinas diana, induciendo cambios estructurales que alteran sus actividades
e, 2+ . .,

en respuesta a la concentracion intracelular de Ca™'. Este proceso de interaccion

entre la CaM y sus enzimas dianas tiene lugar en dos etapas:

. 2+ .
1. Los iones Ca” se unen a la CaM, dando lugar a un cambio

conformacional hacia un estado activo (indicado por un asterisco)

CaM +nCa?* <> CaMe(Ca*)n CaM* ¢ (Ca *")n

Calmodulina (inactiva) Calmodulina (activa)

2. Cuando la CaM en su conformacion activa se une a la enzima diana,
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esta ultima sufre un cambio conformacional hacia una forma mas

activa.

Enzima activa + CaM* ¢ (Ca *)n

Enzima activa e CaM* ¢ (Ca *")n

Han pasado més dos décadas desde la descripcion de la activacion de la
NAD quinasa en guisante (Muto y Miyachi, 1977), lo que condujo al
descubrimiento de CaM en plantas (Anderson et al., 1980). En los siguientes 20
afios, se ha demostrado el papel del Ca*" como un mensajero secundario en
plantas, y se ha aceptado que la CaM es un receptor intracelular primario para

Ca®"y regulador multifuncional de la actividad de diversas proteinas.

1.1.7.2.2 Proteinas quinasas dependientes de calcio (CDPK)

La superfamilia de quinasas dependientes de calcio, esta integrada por
cuatro tipos de proteinas que se clasifican dependiendo de su regulacion: 1)
uniéndose a Ca”"; ii) estableciendo enlaces con complejos Ca**/calmodulina
quinasas dependientes de calmodulina; iii) como combinacion de los dos tipos
anteriores, es decir con calcio y con quinasas dependientes de calmodulina; y iv)
sin combinarse con ninguna de las anteriores (Harmon et a., 2000). La primera
CDPK fue caracterizada y purificada en soja (Harmon et al., 1987; Putnams-
Evans, 1987). La proteina nativa tiene un peso molecular de 52,2 kDa, y contiene
dos polipéptidos immunoldgicamente relacionados de 52 y 55 kDa. Las CDPK se
activan por concentraciones micromolares de Ca*". Harper et al. (1991)

obtuvieron la secuencia de aminodcidos de la CDPK de soja, encontrando un
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dominio catalitico de proteinas quinasas y una region semejante a la CaM con
.. ., 2+ . . .
cuatro dominios de unién al Ca” por el extremo carboxilo terminal. La presencia
.. ., 2+ . . ., . 2+
de estos dominios de unién para Ca” explica la activacion directa de Ca™ por las

CDPKs (Poovaiah and Reddy, 1993).

1.2.  Alteraciones de las plantas inducidas por la deficiencia de calcio.

La nutricion calcica de las plantas, no s6lo suscita el interés de bidlogos
moleculares, bioquimicos y fisiélogos, sino también, por su repercusion

economica, el de agronomos y productores hortofruticolas.

Hoja de lechuga Remolacha Tomate

Pimiento Hoja de rosal Hoja de patata

Figura 11: Deficiencias de Calcio en distintos cultivos

Un numero de fisiopatias encontradas especialmente en vegetales y frutos
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son debidas a deficiencias localizadas de calcio en las plantas (Figura 11). Asi,
frutos o verduras pueden mostrar signos de deficiencia mientras el follaje

adyacente esta sano.

En algunos casos, los sintomas s6lo aparecen o empeoran, durante un
periodo de almacenamiento después de la cosecha, como es el caso del bitter pit
(Simon, 1978). Shear (1975) registr6 unas 30 enfermedades relacionadas con
calcio y mostrd que factores tales como humedad, luz, nutricidon, crecimiento, uso
de reguladores de crecimiento y otros utilizados para modificar la severidad de los

sintomas influyen en la concentracion de calcio en los tejidos.

Con frecuencia, se encuentra que frutos con sintomas de enfermedades
relacionadas con calcio tienen un contenido en calcio mas bajo que en las hojas de
las plantas que los contienen (Marschner, 1974). Esta diferencia de contenido en
calcio puede estar relacionada con los mecanismos implicados en el movimiento
dentro de la planta. Las hojas absorben el calcio suministrado por las raices a
través del xilema, y una vez alli tienden a permanecer, acumulandose a medida
que las hojas envejecen. Por otra parte, frutos como la manzana sélo reciben un
aporte inicial de calcio via xilema para, después de las primeras semanas de
desarrollo, disminuir concomitantemente con la velocidad de transpiracion. Mas
tarde el consumo de nutrientes entra via floema donde el calcio es practicamente
inmovil. Desde aqui una vez que el transporte del xilema se interrumpe, el fruto, a
pesar de seguir aumentando de volumen, recibe muy poco calcio, y por tanto, su

concentracion se diluye progresivamente (Simon, 1978).

1.2.1. Inhibicion del crecimiento
Las plantas rara vez muestran signos de deficiencia de calcio en suelos
cultivables, pues es uno de los cationes mas abundantes en la solucion del suelo.

Sin embargo, bajo condiciones experimentales artificiales, las plantas cultivadas
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en un medio deficiente de calcio desarrollan sintomas en las raices, tallos, hojas y

frutos (Sanz, et al., 2000).

La deficiencia de calcio afecta a las regiones meristematicas del tallo, las
hojas y la raiz que, con facilidad, mueren tempranamente; se detiene las mitosis,
por lo que las hojas jovenes presentan malformaciones, quedando con los
extremos curvados hacia atras, las raices son cortas y pardas, etc. Mas tarde, las
hojas muestran clorosis marginales y estas areas laterales inician un fenémeno de
necrosis. Al final, las hojas caen y se detiene el crecimiento del apice. Se produce
entonces la brotacion de yemas laterales, a las que les ocurre lo mismo. El sintoma
mas caracteristico de la deficiencia de calcio consiste en la morfologia de gancho

que adquieren los limbos foliares.

Sanz et al. (2000), trabajando con plantas de tomate desarrolladas en un
medio hidroponico deficiente en calcio, tras el ajuste a ecuaciones logisticas de
crecimiento, pudieron concluir que al final del ciclo de cultivo, la altura y el
grosor del tallo de las plantas deficientes eran, dependiendo de la severidad del
tratamiento, 30-50% inferiores a los de los controles. Los primeros sintomas
visuales de deficiencia se observaron en las hojas mas jovenes, las raices se
oscurecieron y disminuyeron de tamafio, se interrumpi6 la aparicion de nuevas
hojas y aumentd el espesor y peso especifico de las ya desarrolladas. Estos autores
comparan los efectos de la deficiencia de calcio con los producidos por
reguladores de crecimiento como el paclobutrazol (PBZ), cuya aplicacién provoca

disminucion del area foliar, aumento del espesor de hoja y la inhibicion.

1.2.2. Alteraciones fisiologicas
Los ultimos avances encaminados a caracterizar la deficiencia de calcio en
plantas utilizando parametros fisiologicos, también se han llevado a cabo

utilizando plantas de tomate en hidroponico (Sanz et al., 2001). Del brillante
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trabajo de estos autores se deduce que la deficiencia de calcio no incide
directamente en la potencialidad méxima de su PS II. Sin embargo, la carencia de
pigmentos del ciclo de las xantofilas en las hojas jovenes deficientes indicaria la
incapacidad de disipar la energia luminosa por parte de estas hojas en formacion.
Por otra parte, Sanz et al., (2001), también encuentran que la expresion de la
deficiencia de calcio no es s6lo una funcién dependiente de la concentracion de
calcio foliar, sino que la planta posee mecanismos de adaptacion a este tipo de
estrés que inducen una capacidad de sintesis de pigmentos mayor que la
encontrada en plantas control. La deficiencia de calcio no induce alteraciones
significativas en la estequiometria pigmentaria de estructuras de antena y centros
de reaccidon del aparato fotosintético. Y, finalmente, el ligero descenso en la
eficiencia del PS II (Fv/Fm) de las plantas de tomate deficientes en calcio, se

agudiza conforme disminuye la concentracion de calcio en el medio de cultivo.

Estos datos sugieren que al restringirse el crecimiento de las plantas, ya no
es necesaria la produccion de los fotoasimilados que se dirigen, en condiciones
normales, a los sumideros de actividad fotosintética, es decir, a los érganos en
crecimiento. Como hipotesis, los autores apuntan que, ante la carencia de calcio,
la planta interrumpe los procesos asociados al crecimiento tratando de mantener
vivas el resto de las estructuras existentes, y que debido a la escasa movilidad de

este elemento no desarrollan sintomas de deficiencia.

1.2.3. Fisiopatias de los frutos relacionadas con el Calcio

Los desordenes fisioldgicos del fruto fresco, en contraste con las
enfermedades producidas por patdogenos, pueden ser originados por cualquier
factor adverso del medio, ya sea antes o después de la recoleccion, y pueden estar
asociados con unos cultivares y no con otros, debido a su predisposicion genética.
Algunas fisiopatias, como el escaldado y el arrugamiento de las manzanas, son

caracteristicas de los frutos inmaduros, mientras que otras como la
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descomposicion interna o el corazoén acuoso se producen en frutos excesivamente
maduros. Ciertas alteraciones afectan s6lo a determinados tejidos, mientras que
otras afectan al fruto completo. Algunos son visibles en cosecha, mientras que
otros se aprecian solamente después de un tiempo de almacenamiento, como es el

caso del bitter pit o mancha amarga.

1.3. Bitter Pit

El bitter pit no estd provocado por un patdégeno sino que es una fisiopatia
que ocasiona grandes pérdidas en la produccién de manzanas, por la depreciacion
comercial que origina el desarrollo de este desorden, generalmente, durante el
almacenamiento. Es un problema que preocupa a fruticultores y cooperativas
desde hace mas de 100 afios, y, a pesar de los numerosos estudios cientificos
realizados desde entonces, no se conocen, con certeza, las causas que

desencadenan su aparicion.

Como reflejo de la importancia de este desorden podemos decir que en las
ultimas campaias de almacenamiento y conservacion se presentaron, como ya ha
ocurrido en otras anteriores, unos niveles de pérdidas realmente alarmantes. Sélo
en Aragoén, con un 14% de la superficie nacional, se estima que 35000 toneladas
de manzanas han pasado por cdmara y la incidencia de bitter pit ha alcanzado, en
algunos caso, cifras cercanas al 50% del fruto almacenado, con afecciones que
implican una fuerte depreciacion o incluso la pérdida total de la mercancia y, por

supuesto, el costo de las horas de frio invertidas.

El bitter pit o mancha amarga es una desorganizacion celular que se
manifiesta como pequefas 4reas inicialmente incoloras y acorchadas, que van
adquiriendo un color parduzco caracteristico. Localizadas, generalmente en zonas
aisladas del exterior del mesocarpio a 1-2 mm debajo de la piel y con un tamafio

aproximado de 2 a 6 mm. La mayor concentracion de manchas se localiza en la
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zona calicina del fruto (Monge et al., 1995).

Figura 12: Manzana con bitter pit

Segiin Wilkinson (1972), estas manchas estan constituidas por células
muertas y deshidratadas que conservan intactas sus paredes. Ademas de estas
manchas, las manzanas pueden presentar una piel grasa, un deterioro en la pulpa y

un descenso en la concentracion de acidos y azucares.

Estudios histologicos realizados por Smock y Van Doren (1937) mostraron
que el primer signo de esta fisiopatia es el colapso de la pared celular y que
cuando las manchas ya son visibles por el ojo humano, la plasmolisis del

citoplasma ya ha ocurrido.

Los sintomas podrian comenzar 4-6 semanas antes de la caida de los pétalos
cuando los tejidos afectados tienen una alta respiracion y produccion de etileno.
Este es el periodo de mayor sintesis de proteinas y pectinas con un gran
movimiento de iones organicos hacia las areas afectadas. Estas, a su vez, retienen
granos de almidon, perjudiciales para los tejidos vegetales. Asi, segun Ferguson

(1990), la escasez de calcio en las membranas incrementa su permeabilidad a
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acidos y fenoles, los cuales pueden penetrar més facilmente en el citoplasma y

destruir o coagular enzimas de mitocondrias o de otras particulas subcelulares.

Resultados como los descritos en el parrafo anterior, indujeron a Blasco
(1977) a proponer que las células afectadas por bitter pit conservan intactas sus
paredes, entre las que alin quedan retenidos granos de almidon y mitocondrias en
perfecto estado, sin que manifiesten falta de adhesién o acorchamiento. Esto
podria significar que, por algiin motivo, no se mantiene la semipermeabilidad de
la membrana celular. Sus fibras se disgregan y acumulan corpusculos de grasa, lo

que ocasiona una pérdida de turgencia.

Cuando el fruto estd atn en el arbol, el dafio puede pasar desapercibido,
especialmente si el régimen hidrico es adecuado, pero los sintomas se manifiestan
claramente al exterior con posterioridad, y de forma mas acusada tras un periodo
de 6 a 12 semanas de conservacion en camara a 3 6 4°C, a veces como manchas
negruzcas del tamafio de lenticelas en las zonas mas coloreadas de la epidermis,
las cuales afean el aspecto del fruto y le dan un sabor amargo caracteristico

(Blasco, 1977).

El portainjerto ejerce una influencia selectiva sobre la traslocacion de ciertos
elementos, en particular del calcio, asi que es necesario, no sélo una variedad

poco susceptible, sino el patron adecuado.

No todas las variedades de manzano presentan la misma susceptibilidad al
bitter pit. Esta susceptibilidad estd influenciada por el patron y por determinados
factores ambientales. Bergmann (1992) hace una clasificacion de variedades de
manzano en cuatro grupos en funcion del potencial que presentan para desarrollar

esta enfermedad:

Altamente susceptibles: Albrechts, Auralia, Blenheim Renette, Carola, Clivia,
Cox’s Orange Pippin, Gold Parmaine, Habert Renette, Herma, Ingrid Marie,
James Grieve y Maigold.
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Moderadamente susceptibles: Alkemene, Apollo, Breuhahn, Roba, Rogo, Red

Boxkoop y Starcrimson.

Ligeramente susceptible: Bancroft, Belgolden, Champagne, Renette, Gloster,
Helios, Jonagold, Johnathan, Juno, Landsberger, Laxton Superb, Macaun,
Notario, Redspur Delicious, Swiss Orange, Satrking Delicious y Yeollowspur

Delicious.

Muy poco susceptibles: Berlepsch, Golden Delicious, Idared, Red McIntosh y
Spartan.

1.3.1. Posibles Causas del bitter pit

El bitter pit es un fenomeno complejo; y su desarrollo depende de
numerosos factores pre y post cosecha (Faust and Shear, 1968; Biinemann, 1972;
Delver, 1978; Perring, 1986; Ferguson and Watkins, 1989). Estos factores
incluyen condiciones climaticas y del suelo, aspectos nutricionales y culturales,
relacion interna entre crecimiento vegetativo y generativo, y condiciones de
almacenamiento. En la actualidad existen cuatro teorias que intentan explicar el

origen de esta enfermedad.

Una primera teoria, la mas antigua y extendida recogida en una reciente
revision de Tomala (1997a), atribuye la aparicion del bitter pit a una deficiencia
de calcio o un exceso de potasio en el fruto. Numerosos autores apuntan a la
existencia de una estrecha relacion entre alteraciones del fruto y la relacion K/Ca,
y sugieren la posibilidad de predecirlas basandose en valores de dicha relacion. En
este sentido Tomala et al., (1997a) sugieren que la relacion K/Ca es mejor
indicador, para pronosticar la posible ocurrencia de bitter pit, que el contenido de
K o Ca por separado y recomiendan no almacenar frutos con una relacion K/Ca
mayor de 36; relacion que puede aumentar en unas fechas situadas entre los 80-

100 dias tras plena floracion (Val et al., 1999); momento que coincide con el de
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maximo crecimiento del volumen del fruto (Aznar et al., 1999). En este sentido,
(Curtis et al., 1990) ya habian propuesto que se producia un movimiento de las
formas hidrosolubles de Ca desde el fruto hacia las hojas adyacentes, provocando
el desarrollo de desordenes fisiologicos. La baja concentracion de calcio en el
fruto da lugar a la aceleracion de ciertas alteraciones entre las que se encuentra el

bitter pit.

La segunda teoria propuesta por Saure (1996) propone que el factor
causante de esta fisiopatia es el aumento de giberelinas (GA’s) en el fruto. Esto
provocaria un incremento de la permeabilidad celular en areas del fruto cercanas a
los haces vasculares, que les haria mas sensibles al estrés hidrico en postcosecha
y, por lo tanto, al bitter pit. En este caso, la deficiencia de calcio seria un factor
secundario, ya que la presencia de este elemento podria estabilizar las membranas
reduciendo asi su permeabilidad, pero la alta concentracion de giberelinas
impediria su movimiento hacia el fruto. Esta teoria se fundamenta en que
aplicando reguladores de crecimiento que inhiben la formacion de giberelinas, se
reduce la incidencia del bitter pit independientemente de la concentracion de

calcio en el fruto.

La tercera teoria propone que durante la fotosintesis, proceso que consiste
basicamente en la fijacion de CO, y de nutrientes inorganicos absorbidos por las
raices, se forman en las hojas compuestos esenciales, que pueden absorber
también sustancias toxicas como oxalico y citrico (Steenkamp et al., 1983), y que,
a diferencia de otros organismos vivos, las plantas carecen de mecanismos para
eliminarlos. Como respuesta, las plantas intentarian metabolizar estos compuestos
mediante cristalizaciones o formacion de sustancias complejas con el calcio
(Steenkamp et al., 1983). Si la cantidad de calcio no es suficiente para neutralizar
estos acidos se produce la muerte de las células en determinadas partes de la

manzana, lo cual, daria lugar a pequefias manchas oscuras conocidas como bitter

pit.
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La cuarta teoria (Hertel, 1983; Banuelos, 1987) estaria relacionada con la
cantidad de auxinas en el fruto, de manera que si no es suficiente la cantidad de
este regulador de crecimiento en fruto, una de las vias de transporte de calcio
hacia el fruto estaria impedida, y por lo tanto, no llegara suficiente cantidad de

calcio, lo que conllevaria el desencadenamiento del bitter pit.

Los postulados de estas cuatro teorias no son contradictorios, Yy
posiblemente, las causas de la aparicion del bitter pit sean tan complejas que

abarquen aspectos de cada una de las hipotesis mencionadas.

1.3.2. Factores implicados en el desarrollo del bitter pit

Son muchos los factores que estan implicados en la incidencia del bitter pit,
principalmente el contenido mineral del fruto y las préacticas culturales, y post-
cosecha empleadas que a su vez influyen en el desarrollo del fruto y en su

madurez.

1.3.2.1. Contenido mineral del fruto

Como ya se ha dicho anteriormente, el calcio juega un papel importante
manteniendo la permeabilidad de la membrana y la rigidez de la pared celular.
Ademas, el calcio ralentiza la emision de etileno, disminuye la respiracion y, por
tanto, la maduracion del fruto. La aparicién o no de problemas de conservacion
depende de las cantidades de potasio en relacion con las de Ca*" en fruto. Segiin
Missotten (1996), es importante controlar la concentracion de potasio en fruto, ya
que si el nivel de calcio es insuficiente, otros iones como magnesio y potasio
pueden desplazarlo de sus lugares de fijacidn, y, en consecuencia el valor de la
relacion K/Ca aumentara indicando un mayor riesgo de enfermedades fisiologicas

que puedan aparecer durante el periodo de almacenamiento y conservacion.

Delong (1936) relaciono la susceptibilidad de las manzanas al bitter pit con

una deficiencia de Ca®" en fruto. Los trabajos presentados por Garman y Mathis
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(1956) mostraron la relacion existente entre la concentracion de calcio en el fruto
en cosecha y la incidencia de bitter pit después del almacenamiento; ademas,
propuso el tratamiento foliar con sales de calcio durante el desarrollo del fruto

para reducir la incidencia de la fisiopatia.

Como el Ca®" en el suelo esta en equilibrio generalmente con el NOj3', las
concentraciones de ambos iones en distintos 6rganos del frutal (hojas y frutos) se
hallan altamente correlacionadas. Cuando el nitrogeno es aplicado como nitrato,
mediante aspersion foliar, se incrementa la acumulacién de calcio en hojas viejas,
mientras que si se aplica en forma amoniacal aumenta en las jovenes (Vang-

Petersen et al., 1973).

Liidders (1979) demostré6 que un aporte de sales de amonio a arboles
cultivados en arena, incrementaba la incidencia del bitter pit durante el
almacenamiento del fruto, aunque no se observaban manchas antes de la
recoleccion. Fukumoto y Nagai (1983), con manzanos desarrollados en solucion
nutritiva que contenia sales amoénicas en lugar de nitrato, encontraron una mayor
susceptibilidad de los frutos a desarrollar la enfermedad, mostrando ademas una

menor concentracion de calcio y mayor contenido de nitrégeno.

El antagonismo de otros iones con el calcio puede ponerse de manifiesto
tanto en los mecanismos de absorcidn, traslocacion y almacenamiento, como

posteriormente, dentro ya del mismo fruto.

Respecto a la relacion de otros elementos con el bitter pit, Sadowski y
Czescil (1977), al igual que Ben (1995), encontraron, en tejidos afectados, un
menor contenido de calcio y una mayor concentracion de magnesio, fosforo y
potasio. Este ultimo como antagonista del calcio, retarda su absorciéon, y la
concentracion de calcio, tanto en frutos como en hojas, estd correlacionada
negativamente con el aporte de potasio (Forsyth y Webster, 1971). También la

aplicacion de magnesio, bien al suelo o por via foliar, disminuye la concentracion
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de calcio en hojas y raices (Vang-Petersen, 1974). Infiltraciones al vacio
realizadas en frutos de manzano, utilizando soluciones de MgCl,, demostraron
que el ion Mg”" induce la aparicién de los sintomas de bitter pit (Kim, 1997),
mientras que infiltraciones con sales de Ca®" previenen su desarrollo (Burmesiter
y Dilley, 1993; Retamales et al., 2000). Es de destacar que estos antagonismos se
suelen producir fundamentalmente en los frutos, donde la relacion entre Mg+K/Ca

es 20-50:1; mientras que en hojas esta relacion es de 1-2:1 (Bangerth, 1974).

Woold ridge et al. (1974) apreciaron un incremento en la absorcion de
calcio cuando existia suficiente boro en el sustrato. En la misma linea, Lidster et
al. (1975) y Zude (1997) encontraron una correlacién negativa entre la incidencia
de bitter pit y concentraciones crecientes de boro, y mas recientemente Granelli y
Ughini (1988) han demostrado una influencia positiva de la fertilizacién con boro
sobre algunas caracteristicas determinantes de la calidad del fruto. En este sentido
cabe destacar los trabajos publicados por Wojcik et al. (1999; 2000) que

demuestran los beneficios de la fertilizacion con boro.

Estudios realizados sobre la composicion mineral de distintos 6rganos han
demostrado que la concentracion de calcio en fruto a comienzos de julio, no puede
preverse basandose en los valores en hoja de muestras tomadas en mayo o a
finales de junio, y que la tinica via para conocer la composicion mineral del fruto

es a través de su propio analisis quimico (Marcelle, 1990)

Por ultimo, Marcelle (1993) y Tomala (1997) destacan la necesidad de un
control estricto de las relaciones K/Ca y N/Ca (Ben, 1997) como pardmetros a

considerar dentro de la relacion nutricién mineral-fruto.

1.3.2.2. Carga de cosecha y crecimiento vegetativo

El tamafio del fruto ha sido considerado como un factor importante en la
incidencia de bitter pit. Los frutos grandes se ven mas afectados que los de menor

tamafio (Sharples, 1964; Volz et al., 1993; Retamales y Lepe, 2000).
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Altas densidades de cosecha producen una mayor concentraciéon de calcio
tanto en frutos como en hojas; por ello, los frutos pequefos presentan menor
incidencia de bitter pit (Chiu y Bould, 1977); de hecho Broom et al., (1998)
encuentran una relacion inversa entre el tamafio de fruto y su concentracion en
calcio. Sin embargo, el tamafo de fruto pequefio no es muy apreciado en el

mercado.

Considerando un arbol en su conjunto, la relacion superficie foliar/carga de
cosecha es un parametro que puede muy bien reflejar tanto el cuajado del fruto
como las condiciones nutricionales en que se ha desarrollado su crecimiento. Por
consiguiente, incidiendo sobre los componentes de la citada relaciéon se podra
influir de manera directa sobre el proceso de division celular o de alimentacion de
la planta, y en consecuencia, sobre el tamafio medio del fruto. En este sentido, ya
Sharples (1964) apuntd que, en general, otros factores y no sélo el tamafo, eran
responsables de la mala calidad de los frutos procedentes de arboles con bajas
cosechas. De igual forma, Link (1973) sefiald6 que el tamafio no se podia
considerar un factor importante con respecto a la susceptibilidad del fruto al bitter
pit, sino que la incidencia dependeria mas de la relacion hoja/fruto y, en
particular, de la intensidad del crecimiento vegetativo durante los primeros meses

del ciclo anual.
1.3.2.3. Patréon

Las caracteristicas genéticas de las raices son factores importantes en los
cultivos porque determinan su vigor, tolerancia a diferentes tipos de suelo y de
ambientes, resistencia a enfermedades cuyo origen estd en el suelo,
compatibilidad con la variedad, asimilacion y equilibrio de nutrientes vy,
finalmente, a factores de produccion como la calidad del fruto y la de cosecha

(Westwood et al., 1973).

Blasco (1976) fue uno de los pioneros en el estudio de la influencia del

46



jnl‘ma/uccio’n

portainjerto sobre el porcentaje de bitter pit. Lewis et al. (1977) estudiando la
composicion quimica de hojas y frutos demostraron igualmente que estaba

influenciada por el patron.

También fue comprobada la influencia que ejerce el patron sobre las
concentraciones de otros nutrientes como N, P, K, Mg y Mn (Duarte, 1993).
Posteriomente Ben (1995) demostr6 que la susceptiblidad al bitter-pit depende de
la combinacidon patron/variedad. Este autor encontré6 menor incidencia de la

fisiopatia en los frutos de arboles menos vigorosos.

Estos resultados permiten suponer que el portainjerto ejerce una influencia
selectiva sobre la traslocacion de ciertos elementos, en particular el calcio, con la

consiguiente repercusion sobre el desarrollo posterior del bitter pit.

1.3.2.4. Reguladores de crecimiento

El metabolismo del calcio estd también influenciado por determinadas
fitohormonas. Segun Dekock et al. (1982), durante el crecimiento de la planta se
producen una seric de hormonas, como las citoquininas, que inducen la
disminucién del nivel del calcio, mientras que otras, como el acido abscisico,

inhibidor del crecimiento, tienen el efecto opuesto.

Los reguladores del crecimiento pueden influir en el desarrollo del bitter pit

a través de cuatro vias de actuacion:

1. Controlando el vigor vegetativo y, por consiguiente, reduciendo

la competencia por el calcio.
2. Reduciendo el tamaio del fruto.
3. Actuando sobre la maduracion.
4. Controlando la movilizacién de nutrientes.

La aplicacion de inhibidores como la daminozida o el paclobutrazol

provoca, en los manzanos, aumentos en los niveles de calcio en hoja y en fruto
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(Miller y Swietlik, 1986) al contrario que las giberelinas que pueden reducirlos

(Looney, 1979).

1.3.2.5. Balance hidrico

La experiencia demuestra que en los veranos secos la incidencia el bitter pit
es mayor que en los humedos. Foschesssati (1975) encontré una relacion muy
estrecha entre contenido célcico de frutos y hojas y la cantidad total de agua
suministrada a las plantas, de forma que la méxima concentracion de nutrientes
corresponderia a los arboles que habian recibido un volumen de agua 6ptimo a lo
largo del periodo de crecimiento. Saure (1996), también sugiere que el estrés
hidrico que pueda sufrir el fruto, especialmente en post-cosecha, puede
desencadenar los mecanismos que promueven el bitter-pit. Sin embargo, en
estudios realizados con distintos niveles de irrigacion en macetones, Failla et al.
(1990) concluyen que un ligero déficit hidrico reduce la aparicion de bitter pit,
con un efecto muy escaso sobre el tamafio del fruto y un fuerte control sobre el

crecimiento vegetativo.

1.3.2.6. Préacticas culturales

Son recomendables podas no muy severas y también poda verde en verano o
un despunte 3 6 4 semanas antes de la recoleccion, debido a la fuerte competencia
por nutrientes entre brotes y frutos. Con esta practica se consigue aumentar la
concentracion de calcio en el fruto en aproximadamente un 10%, lo que ocasiona
un fuerte descenso en la enfermedad de frutos almacenados (Preston y Perring,

1974).

Ademas se recomienda efectuar aclareos adecuados, con el fin de obtener un
buen nimero de frutos no demasiado grandes (Olivier et al., 1994), para evitar, en
la medida de lo posible, el bitter pit y asegurar un buen nivel de floracion para el

afio siguiente.

48



jnl‘ma/uccio’n

1.3.2.7. Recoleccion del fruto

El estado de madurez del fruto en el momento de la cosecha tiene influencia
sobre la incidencia del bitter pit. Asi, cuando se realiza antes de tiempo, se
desarrolla bitter pit y la coloracion de la piel cambia hasta adquirir un tono
amarillento. Por el contrario, una recoleccion tardia produce una descomposicion
interna del corazén (Murga y Palazén, 1984). Perring y Pearson (1987),
encontraron que la menor incidencia se producia cuando los frutos se recolectaban

después de la iniciacion del climaterio.

1.3.2.8. Practicas post-cosecha

Las manzanas, como otras frutas, una vez recolectadas pueden ser
destinadas a consumo en fresco, a distintas industrias de transformacioén o, a

almacenarse durante un periodo de tiempo mas o menos prolongado.

Aunque las condiciones de almacenamiento no inciden directamente en la
aparicion de bitter pit, en general, las practicas orientadas a mantener una baja tasa
de respiracion, provocan una maduracién mas lenta, retrasando el comienzo de la
enfermedad. Ademas, se recomienda mantener los frutos en la oscuridad, ya que
la Iuz provoca el desplazamiento de determinados compuestos, desde otras partes
del fruto hacia la piel, lo que se considera un iniciador de la enfermedad (Andris

et al., 2000).

Los frutos cosechados son materia viva que utilizan O, y sustancias
almacenadas y desprenden CO; en el proceso de respiracion. La intensidad de la
respiracion varia con el estado de madurez, la clase de fruto, la temperatura, los
tratamientos quimicos y la composicion de la atmosfera a su alrededor. Tanto
antes como después de la recoleccion, los frutos sufren una compleja serie de
reacciones bioquimicas controladas enzimaticamente, tales como la conversion de
almidon en azucar, la transformacion de los hidratos de carbono, el uso de

azucares en la respiracion, la disminucion de 4cidos organicos, los cambios en los
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compuestos pécticos y la produccion de compuestos volatiles (Westwood, 1982).

Para que las manzanas presenten una Optima calidad tras un
almacenamiento prolongado, es necesario que la recoleccion de los frutos se haya
realizado con el grado de madurez adecuado. Las manzanas recolectadas en un
estado excesivamente inmaduro conservan bien su consistencia durante el
almacenamiento, pero su color, aroma y sabor no evolucionan lo suficiente y
ademads presentan con frecuencia desérdenes fisiologicos al salir de las camaras,
especialmente escaldado superficial y/o mancha amarga (bitter pit). Cuando la
fruta se recoge excesivamente madura es muy susceptible a las lesiones fisicas y a
la aparicion de vitrescencia (water core). Al finalizar el almacenamiento, las
manzanas que se han cosechado demasiado maduras, se alteran rapidamente;
presentan un aspecto poco atractivo; son excesivamente harinosas y estan muy
blandas. En consecuencia, es imprescindible proceder a la recoleccion del
producto cuando éste reune las caracteristicas mas adecuadas para mantener su

calidad durante el almacenamiento.

La temperatura es el factor critico que mas influye en el mantenimiento de
la calidad del producto. Su control ha de mantenerse en todas las fases de la vida
comercial de la fruta, desde que se recoge hasta que se consume, pasando por el
almacenamiento, transporte, etc. Como la tasa respiratoria de las manzanas varia
directamente con la temperatura, la duracion de la conservacion varia
inversamente con la misma. Generalmente el fruto almacenado a 15,6°C respira
con una intensidad mayor que si se almacena a 0°C. Asi la conservacion a baja
temperatura prolonga la vida efectiva del fruto mucho mas tiempo que el
almacenamiento a temperatura ambiente. No obstante, la capacidad de
conservacion del frio es limitada y para prolongar el tiempo de almacenamiento,
es necesario completar la técnica de refrigeracion con las atmosferas controladas

(AC).

En los ultimos afios se ha producido una enorme expansion en el empleo de
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las técnicas AC, principalmente como respuesta a la creciente demanda del
mercado de productos frescos en todas las épocas del ano. El aire contiene un
78,08% de N,, un 20,95% de O, y aproximadamente un 0,03% de CO,. Las
atmosferas controladas son simplemente una modificacion de la composicion
atmosférica, de forma que la atmodsfera de almacenamiento sea distinta de la del
aire. La modificacion consiste en reducir los niveles de O, e incrementado el COs.
La recomendacion de composicion media es de 1,6% de O2 y 2,3% de CO2 a

0,5°C.

Numerosos investigadores (Herregods, 1993; Kupferman, 1997; Meheriuk,
1993) han estudiado las ventajas e inconvenientes que presenta la utilizacion de
atmosferas controladas. Entre los beneficios se podrian destacar los siguientes: la
reduccion de la intensidad respiratoria y del maximo climatérico; el aumento de
los periodos de tiempo preclimatérico y climatérico del fruto, lo que permite
recolectar la manzana en un estado fisioldgico mas cercano a la madurez
sensorial; la reduccion de los efectos del etileno en los frutos climatéricos y
consecuentemente un retraso en la senescencia; la limitacion de la pérdida de peso
y disminucion de los procesos de arrugamiento de los tejidos; el mantenimiento de
la firmeza del fruto; la disminuciéon mas lenta de los contenidos en azucares,
acidos y vitamina C; el retraso en la degradacion de clorofilas y sintesis de
pigmentos (carotenoides y antocianos); la limitacion total o parcial de las
alteraciones fisiologicas, como los dafios por el frio, escaldados, pardeamientos,
etc.; y la reduccion del desarrollo microbiano, consecuencia de la accidon

fungistatica y bactericida.

Entre los inconvenientes de las atmodsferas controladas, cabria mencionar la
maduracion irregular de algunas frutas con determinadas concentraciones de O, y
COgy; una posible respiracion anaerobia por muy bajas concentraciones de O, que
provoca sabores y olores anormales; el agravamiento de la aparicion de ciertas

alteraciones fisiologicas; y el desarrollo de podredumbre debido a concentraciones
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de O, muy bajas o muy altas de CO..

1.3.3. Diagndstico y correccion del Bitter Pit
Existen algunos parametros que pueden estudiarse con el fin de conocer,
antes de la recoleccion o en ese mismo momento, la posible incidencia de bitter

pit (Marcelle, 1993).

Uno de ellos es el estudio de la relacion foliar K/Ca que cuando desciende
por debajo de 2 indica que el factor de riesgo de aparicion del bitter-pit aumenta
considerablemente. Si el valor de la relacion K/Ca en fruto aumenta por encima de
25, en unas fechas situadas entre los 80-100 dias tras la plena floracion, momento
que coincide con el de maximo crecimiento del volumen de fruto (Aznar et al.,

1999), es muy probable que aparezca bitter pit.

Es importante tener en cuenta, estos resultados porque podria actuarse sobre
los arboles unos 50 dias antes de la cosecha, bien sea para aplicar medidas
correctoras o para destinar la cosecha, o parte de ella, al consumo directo. Esto
constituye un método de prognosis muy eficaz, ya que con un solo muestreo en la
fecha critica se podrian determinar los arboles en los que muy posiblemente

aparecera bitter-pit (Val et al., 2000).

También se ha desarrollado un método de Deteccion precoz de Bitter-pit,
facilmente utilizable por los agricultores capaz de revelar de forma sencilla, rapida
y visual la presencia de calcio y su distribucion dentro del fruto (J. Val., Patente
espafiola n® 9802443). Mediante su uso podrian discriminarse, antes de entrar en
la camara de conservacion, las partidas de manzanas con menor contenido en
calcio y por lo tanto potencialmente susceptibles de sufrir bitter-pit. Esto
supondria evitar cuantiosos costes debidos a las mermas en la produccion, tiempo
de almacenamiento (en camara) y mano de obra necesaria para la seleccion, a

mano, de la fruta en el momento de su salida al mercado.
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Este procedimiento nos ha permitido concluir que se produce una
acumulacioén de calcio en las areas afectadas por la fisiopatia, lo que obliga a

replantear que el bitter-pit se deba a una deficiencia de calcio localizada (Val et

al., 1999).
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2. Objetivos
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En la actualidad, la calidad es el parametro clave en la comercializacion de

los productos agroalimentarios. El bitter pit es la fisiopatia que ocasiona mayores

pérdidas en la produccion de manzanas y, a pesar de los numerosos estudios

cientificos realizados, no se conocen, con certeza, las causas que desencadenan su

aparicion.

En este trabajo se trata de profundizar en el conocimiento de bitter-pit y las

causas que lo desencadenan. Para alcanzar este fin se plantea la consecucion de

los siguientes Objetivos parciales:

Objetivos agrondémicos:

1.

Verificar las posibles relaciones del bitter pit con: la carga de cosecha del
arbol, aspersiones foliares de calcio y regulares de crecimiento. Ademas, se
estudiaran los efectos de dichos tratamientos en el desarrollo morfologico del

fruto y en su calidad.

Estudiar, desde el punto de vista evolutivo, el comportamiento de los
nutrientes minerales en hoja y en fruto, incluyendo el diagnostico del estatus

nutricional de la plantacion aplicando el método DOP en ambos tejidos.

Evaluar el uso del analisis floral como herramienta de diagnostico nutricional,

no solo con relacion al tejido foliar sino al del fruto.

Objetivos fisiologicos:

1.

Profundizar en las causas que desencadenan el bitter-pit mediante el estudio
de la composicion de las manchas caracteristicas de la fisiopatia,
comparandola con la de las zonas sanas adyacentes a las manchas y con tejido

sano de manzanas no afectadas.

Estudiar la distribucién de nutrientes en distintos tejidos de frutos sanos y
afectados, con el fin de profundizar en los procesos de transporte de dichos

nutrientes.
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3. Investigar la posible existencia de gradientes tridimensionales de
concentracion, de las especies anteriormente mencionadas, en el volumen del

fruto.

Los resultados que se deriven de este trabajo, ademas de contribuir a
aumentar el acervo de conocimientos basicos sobre el bitter pit, podrian ayudar a
establecer alguna de las bases que permitan alcanzar una solucién préctica al

problema.
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3.1. Material vegetal (manzano)

Esta especie frutal (Malus domestica Borkh) pertenece al orden Rosales,

dentro del cual estd incluida la familia Rosaceae, y por debajo de ésta, la
subfamilia Maloideae (Ascaso, 1994).

El manzano es un arbol caducifolio distribuido por las regiones templadas

que se cultiva por sus frutos desde hace muchos siglos.

No se conoce con seguridad el lugar de origen del manzano, pero es
probable que el arbol proceda de la region comprendida entre los mares Negro y
Caspio. En asentamientos prehistoricos descubiertos en los lagos suizos, se han
hallado restos carbonizados de manzanas. También existen referencias de la

predileccion de griegos y romanos por el consumo de este fruto.

La manzana llegd a América de la mano de los primeros colonos, que
llevaron consigo semillas del arbol. Se conservan documentos de la Massachusetts
Bay Company, de Estados Unidos, que demuestran que en Nueva Inglaterra ya se

cultivaba el manzano en 1630. Indigenas, misioneros y comerciantes llevaron las
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semillas hacia el oeste de los nuevos territorios. En Espafia fue introducida por
pueblos del Norte de Africa y durante el proceso de romanizacion de la peninsula.
Histéricamente restringida en superficies muy limitadas en la cornisa cantabrica y
en algunas areas de montafia, empez6 su expansion en las huertas de algunas
vegas de rios. Sin embargo, no fue hasta mediados de los afios 50 o inicios de los
60, cuando paralelamente a la posibilidad de la frigoconservacion del fruto, por
largos periodos de tiempo, empezd una verdadera expansion industrial,

dobléandose practicamente la superficie cultivada desde 1960 hasta 1985.

El manzano tiene un porte natural globoso, erguido y extendido y con
tendencia a inclinarse con el paso de los afios. La corteza del tronco es agrietada y
de color marrén grisaceo. Las hojas del manzano son simples, de forma oval,
alternas y de 4 a 13 cm de longitud. Tienen el borde dentando, son algo coriaceas
y de color verde intenso por el haz, cubiertas de fina pubescencia palida por el

envés, con peciolo bien notorio y dos estipulas caedizas en la base.

i Zona Peduncular Endocarpio
Estigma 4

Pétala .
Estilo

Antera

Semilla

Wy _ Mesocarpio
Sépalo

Crnala
Receptdculo

Filamento

Orratio
Epicarpio

Pedicelo

Zona Calicing

(A) (B)
Figura 13: Parte de un manzano: (A) seccidn logitudinal de la flor (B) seccién longitudinal

del fruto

La inflorescencia es un corimbo que tiene entre ocho y once flores. Los

botones florales pueden ocupar una posicioén terminal en la ramilla o una posicién
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lateral sobre la madera del afio. Cada boton floral, tiene en su base dos yemas de
madera. Las flores hermafroditas (Figura 13), que pueden observarse entre abril y
mayo, estan formadas por cinco pétalos blancos en el interior y ligeramente
rosados por fuera que dan lugar a inflorescencias en forma de umbela. Los calices
de cinco puntas son verduscos y tomentosos. El ovario es infero, ligeramente
tomentoso con cinco estilos conatos en la base y entre 10-30 estambres rodeando

al ovario que suelen ser amarillos.

Generalmente el manzano es autoestéril y necesita, por ello, una

polinizacion cruzada con otras variedades compatibles y la ayuda de las abejas.

El fruto (Figura 13) cuya fecha de recoleccion, en el hemisferio norte, va
desde finales de agosto hasta finales de septiembre o principios de octubre, segun
variedades, tiene forma de pomo, contiene dos cavidades, la calicina
correspondiente al caliz de la flor y la peduncular donde se inserta el peciolo que
lo une al brote. El fruto esta compuesto por el epicarpio, que puede variar desde el
verde hasta el rojo oscuro casi parduzco; el mesocarpio o pulpa, de consistencia
cualidades organolépticas variables (desde el acido, hasta muy dulce); y el
endocarpio, con cinco cavidades cartilaginosas que contienen de 1-2 semillas cada
una (Sanz, 1994), ya que cada ovario contiene 2 6vulos. El pedinculo del fruto es
de longitud variable, adherente y a menudo estd inserto en una depresion

(Coutanceau, 1965).

La composicion quimica del fruto es aproximadamente el 84% de agua,
14% de glucidos, entre ellos glucosa y fructosa, un 1,5% de acidos orgénicos
como el malico, citrico, tartarico, y luego, en muy pequefias cantidades, pero no
por ello menos importante fenoles, lipidos, protidos, pectinas y vitaminas A 'y C

(Carreras, 1999).

Este frutal se propaga de forma vegetativa por injerto de yema vy,

generalmente, fructifica en lamburda o brindilla.
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La gran variabilidad genética del género Malus asi como la existencia de
mutantes permiten una buena adaptacion a climas muy diversos. Aunque no cabe
duda que existen unas condiciones climaticas Optimas para su mejor desarrollo,
como son las zonas templadas o ligeramente frias (Ledn, 1991),. ya que resisten

bastante bien las heladas y el clima seco, aunque para ello sea necesario el riego.

Las mejores condiciones edafologicas para el cultivo del manzano son
suelos bien drenados y, aunque es menos sensible a la caliza activa que otras
especies, también acusa contenidos altos de la misma. La principal limitacién para
el cultivo del manzano en comarcas meridionales es el requerimiento en horas frio
(a partir de 1000), las heladas primaverales y el granizo. Las elevadas
temperaturas durante el verano y la falta de contraste térmico entre la temperatura
diurna y nocturna, limitan el desarrollo del color y consecuentemente la
produccion de fruta de calidad en ciertas variedades. La disponibilidad del agua
durante el ciclo de cultivo es otro de los condicionantes fundamentales para la
produccién de manzana en climas meridionales, restringiendo el cultivo a los
valles de rios, zonas de regadio (las mas frecuentes) o areas con suficiente

pluviometria.

Segtin el Centro de Proteccion Vegetal de la Diputacion General de Aragon,
las plagas y enfermedades mdas frecuentes en el manzano son: agusanado o
barreno, arafia roja, barreno de la madera y del tronco, fuego bacteriano, mancha
amarga o bitter pit, minadora circular, minadores de hoja, moteado, oidio,
orugas de la piel, pulgén lanigero, pulgédn oscuro y rugosidad del fruto. En los
ultimos afios se han invertido importantes esfuerzos en programas de control
integrado de plagas que, mas recientemente, ha desembocado en lineas de

produccion integrada de fruta en Cataluiia y Aragon (Bonany, 2001).

En esta ultima referencia se enumeran las variedades de manzano mas
utilizadas en Espafia. El grupo mas cultivado es Golden Delicious, que

actualmente ocupa un 57% de la superficie. En los ultimos afios se estan
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utilizando clones menos sensible al “russeting”, como Golden Smoothee. El
segundo grupo en importancia, es el de variedades rojas americanas, con un 14%.
Destacan Early Red One, con coloracion lisa y Red Chief, con coloracion estriada.
La manzana Granny Smith constituye el tercer grupo de variedades mas plantadas,
siendo muy utilizada como polinizador de las anteriores. Las variedades Royal
Gala, Mondial Gala y Galaxy constituyen el grupo Gala que es el que mas ha
crecido en los ultimos afios, en cuanto a superficie plantada. Recientemente se ha
suscitado un fuerte interés por otro tipo de variedades como la Fuji o la Pink

Lady.

Las manzanas se consumen en fresco, usualmente después de un periodo de
frigoconservacion convencional o en atmodsfera controlada. También se usa la
manzana para elaborar sidra y otras bebidas alcohdlicas, asi como confituras,

vinagre y zumos.

3.1.1. Patron y variedad

En este trabajo se ha utilizado la variedad Golden Smoothee sobre patron
MO. Las caracteristicas mas importantes que el patrén debe transferir a la planta
son: vigor, adaptacion a diferentes condiciones de suelo y clima, resistencia a
plagas y enfermedades, precocidad, productividad, anclaje y facilidad de

propagacion.

El patrén clonal M9 pertenece a la serie East Malling Merton. Es una
seleccion de una poblacion conocida como Jaune de Metz. Se encontr6 en Francia
a finales del siglo XIX y todavia hoy sigue siendo el patrén mas utilizado en todo
el mundo. Esta popularidad, se debe a su moderado nivel de crecimiento, alta
fertilidad y buen tamano de fruto que induce en las variedades. Su resistencia a la
podredumbre del suelo es un factor importante, sin embargo, este patron es
exigente en suelo, vulnerable al estrés hidrico, a las heladas invernales, y

susceptible al fuego bacteriano.
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Figura 14: Variedad de manzano Golden Smoothee injertado sobre el patron M9 de la
serie East Malling Merton

Los arboles son de pequefio tamafio (25 - 35 % de un arbol procedente de
semilla). Sus brotes son robustos, rectos, con altura y didmetro medio. La corteza
es rojiza plateada, ligeramente vellosa. Las hojas son ovaladas-oblongas,
coriaceas, espesas y oscuras. Produce relativamente poca madera para el soporte

de cosecha, lo cual indica que un elevado porcentaje de asimilados fotosintéticos
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se destina a la produccion de fruta y poco a la produccion de madera (Tuckey.
1964). Es destacable su eficiencia productiva (produccion acumulada/seccion de

tronco).

Posee un anclaje débil y sus raices son quebradizas y se rompen facilmente,
lo que hace necesario el uso de un soporte, particularmente durante los primeros
afios. Se utiliza en plantaciones de alta densidad por su pequefio tamafio,

precocidad y productividad (Carlsson y Rom, 1987).

Es poco sensible a Phytophtora y medianamente sensible a Agrobacterium y

a asfixia radicular.

3.1.2. Practicas culturales

La plantacion se realizé en 1987, con un marco de 4 x 2. Los arboles estan
podados en eje central libre. El espacio entre lineas estd ocupado por pradera
permanente a la que se realizan varios cortes a lo largo del afio para no dificultar
las tareas de cultivo y mantener los arboles en un estado optimo. En las lineas se

aplican herbicidas.

El sistema de irrigacion es por inundacién desde acequias de riego
localizadas en los margenes de las parcelas. La frecuencia es mensual o algo
inferior en funcion de los datos climaticos y las necesidades instantaneas del
cultivo. El agua de riego utilizada proviene del rio Ebro a su paso por Quinto. Este

agua aunque posee una salinidad ligeramente alta, es apta para el cultivo.

El abonado de la parcela es el aplicado habitualmente. En primavera se
aplica nitrato amoénico a razén de 200 Kg/ha que se complementa con un abono
foliar binario. A mitad de verano se aplica Nutrichen con una proporcion N:P:K
en funcidn de las necesidades y en el mes de octubre se realiza una aplicacion de

sulfato de cinc.

Ademas del abonado, para mantener la plantacion en perfectas condiciones

sanitarias es imprescindible controlar las posibles plagas y enfermedades. Para
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ello se lleva un riguroso calendario de tratamientos fitosanitarios mediante la

aplicacion de productos comerciales.

3.1.3. Caracteristicas del suelo
El suelo es xerofluvent tipico, con una textura franco-arcillo-limosa en el
perfil que ocupa la zona radicular. El pH medio es de 8.15 con un contenido

medio en materia organica en suelo de un 38 %, en la capa arable.

La conductividad del extracto saturado es de 6 dS/m a 25°C. Esta
conductividad se debe a la presencia de yesos y de sodio (contenido medio 25

meq L™).

La roca madre estd constituida por depositos aluviales del rio Ebro y
presenta una gran variabilidad por intensas nivelaciones. Los horizontes presentes
en el perfil del suelo se describen a continuacion segtn la profundidad a la que se

encuentran.

A la profundidad de 0 a 30 centimetros encontramos un horizonte Ap. La
textura es franco-arcillo-limosa, con manchas y depdsitos de yesos. Este horizonte
presenta una transicion difusa y horizontal con el horizonte inferior. Existe
abundancia de raices, caracoles y lombrices. También hay gran cantidad de
canaliculos. La pedregosidad es del 2% sin gravilla. En el momento de la
observacion estd huimedo, plastico y pegajoso. Tiene estructura migajosa y

presenta compacidad II.

A una profundidad de 30 a 90 centimetros existe un horizonte B. La textura
es franco-arcillo-limosa. También presenta abundancia de raices, caracoles y
lombrices. En este caso, la transicion con el horizonte inferior es neta. Existe gran
cantidad de poros y canaliculos, y abundantes depositos de yesos. La
pedregosidad es del 2% con un 2% de gravilla. Presenta estructura subpoliédrica

con una compacidad III.

68



Wateria/ Wéfaa’oé
s

A mas de 90 centimetros de profundidad el horizonte es B/D. La textura es
franco-arcillosa. No hay presencia de raices ni fauna, y no presenta piedras ni
grava. Es muy compacto con abigarrado de colores grises y ocres y es el limite de

la explotacion radicular porque impide un drenaje libre.

3.2. Localizacion del ensayo v diseiio experimental

3.2.1. Localizaciéon
El estudio se realiz6 en material procedente de la finca el Cerradico situada
en la localidad de Quinto de Ebro (Zaragoza), zona que corresponde al Valle

Medio del Ebro y que es representativa del cultivo de manzano en Aragon.

Figura 15: Localizacion de Quinto de Ebro, término donde se ubica la finca El Cerradico
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3.2.2. Tratamientos y disefio Experimental
El ensayo se realizo en distintas parcelas de la misma finca para evitar los

posibles efectos memoria entre un afo y el siguiente.

Las parcelas fueron divididas en bloques de forma transversal respecto a los

posibles gradientes que se podian dar en ellas.

3.2.2.1. 1997

En el primer afio se establecieron cuatro tratamientos con cinco repeticiones
cada uno, es decir un total de 20 arboles. Los tratamientos consistieron en variar el
nivel de cosecha, mediante el aclareo de frutos y en la aplicacion de calcio a la

parte aérea del arbol mediante aspersiones foliares con CaCl,

El disefio factorial 2x2 utilizado se muestra en la Tabla 1:

Tabla 1: Disefio experimental en 1997

Nivel de Cosecha Control Ca(Cl,
No aclareo 1 2
Aclareo 3 4

La distribucion de los tratamientos se hizo como bloques al azar con 5

repeticiones.

Debido al elevado cuajado inicial, para mantener los manzanos en
condiciones Optimas, previamente al aclareo manual, se les aplico un aclareo
quimico con acido naftalenacético (NAA) sobre los cuatro tratamientos. Los
arboles de todos los tratamientos recibieron las mismas practicas culturales a

excepcion de las especificas del disefio experimental.
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Los datos evaluados fueron: parametros biométricos como el area foliar,
peso fresco y seco de hojas y frutos y carga de cosecha en recoleccion; nivel de
clorofila foliar; andlisis mineral en hoja y fruto; carbohidratos solubles y
determinacion cualitativa de calcio. Asimismo, se midieron los perimetros de
troncos antes y después del ensayo, y durante la parada invernal. En recoleccion
se cuantificd la cosecha arbol por arbol, se cont6 el numero de frutos y se tomo
una muestra representativa para su conservacion en camara y posterior evaluacion

del bitter pit

Las tomas de muestras se realizaron segiin se detalla en el calendario

siguiente:
Plena floraciéon 84 DTPF
35 DTPF 123 DTPF
56 DTPF 144 DTPF
69 DTPF Recoleccion
32.2.2. 1998

En el segundo afio de experimentacion en campo, se pretendio estudiar las
relaciones entre crecimiento vegetativo y fructificacion para investigar la

distribucion de calcio entre los distintos 6rganos de la planta.

Para ello se evaluaron distintas concentraciones del regulador de
crecimiento Prohexadione-Ca y distintos niveles de cosecha, aplicados mediante

aclareo de frutos segun el disefio factorial 3x4 mostrado en la Tabla 2:
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Tabla 2: Disefio experimental en 1998

Nivel de Prohexadione-Ca

cosecha Control 125 250 125x2
No aclareo 1 2 3 4
Aclareo medio 5 6 7 8
Aclareo fuerte 9 10 11 12

Los tratamientos se aplicaran como bloques al azar con 4 repeticiones.

El aclareo de frutos se realiz6 en caida de pétalos y las aplicaciones de
Prohexadione-Ca cuando los brotes median entre 10 y 15 cm de longitud. Estas

aplicaciones se repitieron a las 2 6 3 semanas en los tratamientos 4, 8 y 12.

Los parametros evaluados fueron crecimiento de brotes y de frutos,
concentracion de carbohidratos, area foliar y concentracion de clorofila. Muestreo
de hojas y frutos para andlisis, una vez al mes. En recoleccion se cuantificod la
cosecha arbol por arbol, se contd el nimero de frutos y se tomd una muestra
representativa para su conservacion en camara y posterior evaluacion del bitter
pit. También se midieron los perimetros de tronco antes y después del ensayo, y

durante la parada invernal.

Las tomas de muestras se realizaron segun se detallan en el calendario

siguiente.
Plena floracion 95 DTPF
40 DTPF 116 DTPF
67 DTPF Recoleccion
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3.2.2.3. 1999

En el tercer y ultimo afio se planted unicamente analizar el efecto del nivel

de cosecha en relacion con la distribucion del calcio en el fruto.

Para ello los tratamientos se realizaron como bloques al azar con 6
repeticiones. De los 6 bloques, en tres de ellos se realizaron medidas in situ y en
los otros tres se fueron tomando muestras que se analizaron posteriormente en el

laboratorio.

Los pardmetros evaluados fueron crecimiento de brotes y de frutos,
concentracion de carbohidratos, 4rea foliar y concentracion de clorofila. Muestreo
de hojas y frutos para andlisis, una vez al mes. En recolecciéon se cuantificéd la
cosecha arbol por arbol, se contd el nimero de frutos y se tom6 una muestra
representativa para su conservacion en camara y posterior evaluacion del bitter
pit. También se mediran los perimetros de troncos antes y después del ensayo, y

durante la parada invernal.

Las tomas de muestras se realizaron segin se detallan en el calendario

siguiente.
Plena floraciéon 120 DTPF
30 DTPF Recoleccion
70 DTPF

3.3. Toma vy preparacion de muestras

3.3.1. Hojas

Del tercio medio de los brotes del arbol se tomaron unas 40 hojas
aproximadamente. Tras varios lavados con detergentes exentos de fosfato y
finalmente con agua destilada, el material se secd en una estufa en corriente de

aire caliente (60 °C) durante 48 horas, hasta que el peso de la hoja se mantuvo
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constante. Posteriormente se homogeneiz6 en molino para hojas y se pasoé por un

tamiz (60 mallas), obteniéndose asi una molienda homogénea.

3.3.2. Frutos

En cada muestreo se tomaron 10 frutos al azar por toda la copa del arbol.
Tras diversos lavados para eliminar residuos de tratamientos, los frutos troceados
sin semillas se secaron en estufa de aire forzado a 60°C durante 7 dias.
Posteriormente se molieron y pasaron por tamiz para obtener un polvo
homogéneo. En este proceso es importante el control de la temperatura para evitar
la caramelizacion de la muestra y también el tiempo de secado para evitar la

rehidratacion.

3.3.3. Muestreo de regiones concretas de fruto.
Para estudiar la posible existencia de gradientes de concentracion en fruto se

utilizaron manzanas sanas y afectadas por bitter-pit.

3.3.3.1. En el plano ecuatorial

A una manzana se le realizaron dos cortes transversales de manera que se
obtuvo una rodaja central de aproximadamente 2-3 cm. de grosor. Esta rodaja se
dividi6 en 12 porciones Tla, T2a, T3a, T4a, T5a, T6a, T1b, T2b, T3b, T4b, T5b, y
T6b (como se muestra en la Figura 16). Una vez realizados los cortes se tomo

aproximadamente 1 g de pulpa de cada una de las respectivas zonas.
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Figura 16: Corte transversal de una manzana y
representacion de las muestras tomadas
para caracterizar los posibles gradientes
transversales.

3.3.3.2. En el eje longitudinal

Para obtener muestras a lo largo del eje longitudinal de la manzana se
realizaron dos cortes longitudinales para la obtencién de una rodaja de espesor
aproximado a la del corte transversal. Una vez obtenida la seccion de fruto, se
dividi6 en 5 porciones L1, L2, L3, L4 y L5. Para la obtencion de 1g por muestra

se tomaron 0.5 g a cada lado del eje longitudinal tal como se muestra en la Figura
17.

Figura 17: . Corte longitudinal de una manzana y
representacion de las muestras
tomadas para caracterizar los
posibles gradientes transversales.
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3.4. Extraccion de compuestos hidrosolubles

Esta técnica se utilizd para determinar la diferencia en nutrientes entre
manzanas sanas y manzanas con bitter pit, asi como para comprobar la existencia

de gradientes de concentracion de nutrientes en manzana.

1 gr. de materia

10 mL Milli-Q
20000 r.p.m. 15 minutos .

v
P»  Sobrenadante
(g.'
.
Pellet

Digestion por
Via Himeda

Analisis por
Electroforesis Capilar

Analisis por
Absorcion Atémica

Figura 18: Esquema del proceso de una extraccion de material hidrosoluble
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El medio con el que se realizaron las extracciones consistid en agua

ultrapura Milli-Q, en una proporcion de 1gr muestra/10 mL H,O.
En la Figura 18. se muestra esquematicamente el proceso de una extraccion.

El primer paso fue verter la muestra en un mortero y afiadir el agua para
homogeneizarla y humedecerla hasta la formacion de un gel uniforme. A
continuacion se trasvaso la mezcla a un tubo de policarbonato y se procedio a la
centrifugacion (modelo R5C5 de Sorval Instruments ) a 20000 rpm durante 15

minutos.

Al cabo de este tiempo, en el tubo, se observaron 2 fases diferenciadas:
sobrenadante (fase liquida) y pellet (fase s6lida). Mediante una pipeta Pasteur se
tomo el sobrenadante y se filtré a través de un filtro bajo presion (sistema Tracer,
de 0,45um). Posteriormente, este sobrenadante se analizd por electroforesis
capilar, para determinar las especies cationicas (Ca®**, Mg*" y K") y ani6nicas
(inorganicos y acidos organicos). De esta forma es posible determinar la
concentracion de la parte soluble de los nutrientes de interés. Con el residuo seco
se realizd una digestion humeda para determinar la concentracion de la parte

insoluble (apartado 3.5.2).

3.5. Meétodos de calcinacion vy digestion

3.5.1. Calcinacion de Hojas y Frutos

Se utiliz6 el método propuesto por la AOAC (1980), que basicamente
consiste en pesar 1 g de muestra para el caso de las hojas y 2 g para el de los
frutos, del material molido y seco, en un crisol de porcelana. Los crisoles se
introdujeron durante 24 horas en mufla a 600 °C, y las cenizas obtenidas se
disolvieron, en campana extractora, con 4 mL de 4cido nitrico comercial (70%)

diluido 1:1 (v:v), consiguiéndose la total disolucién de las cenizas mediante
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calentamiento (100 °C) en placa calefactora. La disolucion obtenida se evapord
hasta sequedad y el residuo se introdujo de nuevo en mufla (600 °C) durante una
hora. Tras enfriar, las cenizas se disolvieron calentando en placa con 10 mL de
acido clorhidrico (65%) diluido 1:1 (v:v). Esta disolucion se pas6 a través de
papel de filtro (Watman n°® 9) enrasdndose a 25 mL con agua destilada. La

disolucion se mantuvo a -4°C hasta su utilizacion.

3.5.2. Digestion de Tejidos de Fruto
Este método esta basado en la oxidacion y solubilizacion de la materia
organica de la planta cuando se afiade H,O, y HNOs y se calienta durante un corto

periodo de tiempo (Pequerul et al., 1993).

Esta digestion se utilizé para determinar la cantidad de Ca®**, Mg*" y K*

insoluble en agua en manzanas sanas y manzanas afectadas por bitter pit.

Al material fresco se le afiaden 5 mL de HNO; concentrado mientras se
procede a la agitacion para humedecer la muestra. A continuacion y siguiendo con
la agitacion, se anaden cuidadosamente, bajo campana extractora, 4 mL de H,O,
al 30% y continta agitandose durante 7-8 minutos. Esta vez la agitacién se lleva a
cabo a una temperatura de unos 100° C aproximadamente. Se deja enfriar hasta
que dejan de desprenderse humos y la solucion ligeramente amarillenta, es filtrada

mediante un filtro de jeringa y enrasada a un volumen de 25 mL con agua Milli-Q.

3.5.3. Digestion por microondas

Gracias a la colaboracion para realizar un Proyecto de Investigacion
subvencionado por la DGA, las muestras de hoja y fruto de la temporada 1997, se
analizaron fuera de la Estacion Experimental de Aula Dei, en concreto, en el

Laboratorio Agroambiental de la Diputacion General de Aragdn, que también esta
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ubicado en el Campus de Aula Dei. En este laboratorio se utiliza un digestor por

microondas para realizar las calcinaciones del material vegetal.

Este método se basa en la radiacion de baja longitud de onda que emite un
microondas aplicado a recipientes cerrados y transparentes que contienen
reactivos polares. De esta forma se produce la digestion 4cida de las muestras y se
rompen todas las moléculas organicas dejando, en forma libre, los elementos

minerales que contiene la muestra.

En concreto, se parte de 0,4 g de muestra que se introducen en un tubo de
cuarzo junto con 3 mL de peroxido de oxigeno y 4 mL de 4cido nitrico. Se coloca
el tubo en el rotor dispuesto para ataques en microondas y se aplica el programa
necesario para su digestion. Una vez finalizada esta, el extracto se lleva hasta 20

mL con agua desionizada.

3.6. Medidas biométricas

A través de medidas biométricas se pretende obtener informacion del

crecimiento vegetativo del arbol.

3.6.1. Peso secoy fresco de hojas

Las hojas de cada experimento, tras ser lavadas con agua destilada y
despecioladas, se pesaron (Pf) en una balanza de precision. Tras permanecer 48
horas en una estufa a 60°C, se determind nuevamente su peso seco (Ps) para poder

calcular el porcentaje de humedad segun la siguiente ecuacion:

P, — P,
%H =———x100
Pf
Para conocer el peso especifico de las hojas se determiné el peso fresco y
seco de 10 discos de seccion conocida (0.33 cm?). Su calculo se realizo dividiendo

el peso seco por la superficie total (mg cm™)
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3.6.2. Dinamica del crecimiento

Aunque las especies varian enormemente en sus capacidades asimilativas
(C4 vs Cs, plantas expuestas a la luz vs sombra), existen controles de crecimiento
innatos que ejercen fuertes efectos sobre sus funciones generales. El consumo
fisico mantiene el crecimiento, pero la regulacion bioldgica dicta al patrén a
seguir en su utilizacion y expresion final. Para entender la naturaleza de esta
regulacion en el conjunto de toda la planta y poder apreciar las interacciones entre
la planta y su entorno, es preciso realizar medidas mas detalladas y no solamente
estudiar el resultado final. Estos parametros pueden obtenerse a través del analisis

de crecimiento, aplicando modelos matematicos.

Para células individuales u organos, el crecimiento es potencialmente
ilimitado y comienza siguiendo un modelo exponencial (curva A). Sin embargo,
las interacciones dentro de un mismo individuo imponen limitaciones en el
crecimiento, y la curva se estabiliza siguiendo una sigmoidea (curva B). En la

Figura 19 se representa graficamente este proceso.

El crecimiento de una planta superior, durante su fase exponencial, es
analogo a la acumulacion de un capital a interés compuesto. El embrion representa
el capital inicial, mientras que la eficiencia fotosintética determina la tasa de
interés. El crecimiento puede ser analizado como un incremento en el peso fresco
0 como una acumulacion de materia seca. Cualquiera de los sistemas seguird una
ley de interés compuesto durante su primera fase exponencial. (Agusti, 2000). Por
analogia, los microorganismos también muestran un crecimiento sigmoideo
debido a las eventuales limitaciones de espacio, de nutrientes, o a una
acumulacién de producto finales. El crecimiento global de cualquier 6rgano u
organismo incluye una primera fase exponencial (curva B). Parametros tales como
volumen, peso, area, altura, nimero de células, e incluso contenido proteico, todos

siguen un patrén similar.
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Figura 19: La primera fase del crecimiento de las plantas tiende a ser exponencial (curva A)
aunque el modelo sigmoideo representa mas adecuadamente el total del ciclo de la
planta (curva B). (Leopold y Kriedemann, 1975)

En nuestro caso, los datos de crecimiento de peso seco y fresco de fruto
fueron ajustados a una ecuacion logistica de crecimiento segun el método

matematico descrito por Costa y al. (1995).

C
y= (1 4 e(—B*(x—M)))
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Donde y representa el peso fresco del fruto, X es el tiempo en dias, C es el
peso final y M el tiempo de maxima velocidad de crecimiento. La maxima
velocidad de crecimiento es la tangente al punto de inflexion de esta curva y viene
dada por:

Bx*C
4

Los parametros obtenidos de cada ajuste sigmoideo fueron analizados

estadisticamente.

3.6.3. Seccion de tronco
Al principio y final de cada afio se determiné el perimetro de tronco de los
arboles a una altura de 20 cm del suelo para calcular el incremento relativo del

perimetro y seccion de tronco.

3.7. Parametros de calidad del fruto

3.7.1. Carbohidratos totales por refractometria

Cuando maduran los frutos, el almidon se convierte en azlicares, primero en
sacarosa y luego en glucosa y fructosa. Los azucares son los principales
componentes de los solidos solubles del fruto, y la medida de éstos con un
refractometro esta basada en la desviacion de la luz polarizada al atravesar el jugo
del fruto, y proporciona una medida suficientemente valida de los azlicares

disueltos.

Este parametro esta influenciado por muchos factores, incluyendo las
caracteristicas de la parcela y el manejo cultural. El contenido de azucares es la
principal medida de la calidad interna del fruto ya que, junto con la acidez,
condiciona el sabor del mismo. El estudio de la evolucion de este pardmetro es

importante para la determinacion de la fecha optima de recoleccion.
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El contenido de carbohidratos solubles se determind con un refractdmetro
digital ATAGO PR-101. Su rango
de medida va de 0 a 45 grados brix,
con una precision de + 0,2%.

Ademés, presenta un sistema

>
B
8

automatico de compensacion de
temperatura de la muestra para un

rango de 5 a 40°C.

En cada muestreo, se utilizan
10 frutos por arbol. A cada uno de
ellos se les realiza un corte longitudinal y otro transversal y se toma el jugo de

ambas secciones para realizar sendas lecturas.

3.7.2. Tamaiio del fruto

Para determinar el tamafo del fruto se efectian medidas tanto de diametro
como de altura con la ayuda de un calibre digital de precision Mitutoyo (mod
Calipeter) unido a una memoria (Data
Loger) que almacena los datos para su

posterior tratamiento.

En cada muestreo se miden, de forma

no destructiva, 20 frutos por arbol repartidos

aleatoriamente alrededor de su copa vy,
ademas también se determinan calibre y altura en los 10 frutos recogidos para las

determinaciones destructivas.

3.8. Determinacion cualitativa de calcio en el tejido del fruto

Este procedimiento se basa en la reaccion del calcio con reactivos
especificos que permiten determinar de visu la existencia de calcio en los tejidos

analizados.
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La determinacion cualitativa del contenido del calcio en los tejidos de
manzana se ha realizado a través de un nuevo método desarrollado en nuestro
laboratorio (Val, 1999; Pat. n° 9802443), que estd basado en una sencilla reaccion
de desarrollo de color al poner en contacto una secciéon de manzana sobre un papel
de filtro especial impregnado en unos determinados reactivos. Los pasos a seguir
son los siguientes: se realiza un corte, transversal o longitudinal, en la manzana lo
mas perfecto posible. A continuacion se mezclan Glioxalbis (2-hidroxi-anilo)
solido con etanol, cloroformo e hidroxido de sodio en una relacion 5:5:1. Con una

pipeta Pasteur se impregna un papel de filtro circular exento de calcio.

Seguidamente se presionara durante unos pocos segundos la superficie
recién cortada de la manzana sobre el papel de filtro, se retira la manzana y
aparece sobre el papel una coloracién rojo-morada que indica la presencia de

calcio en el tejido analizado.

La representacion grafica de este proceso puede observarse en las Figura

20- Figura 24.
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Figura 20: Aplicacién del reactivo Figura 21: Filtro impregnado y corte
transversal de la manzana

Figura 22: Manzana sobre el papel de filtro  Figura 23: Tincion de las zonas con presencia
de Ca**

Figura 24: Aspecto del papel de filtro una vez
seco.
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3.9. Determinacion de clorofila

3.9.1. Extraccion de pigmentos.

El procedimiento de extraccidon consiste en la homogeneizacidon en mortero
de discos de hoja de superficie conocida. Asi, para cada muestra, se
homogeneizaron 5 discos de 0.33 cm” de superficie cada uno (aproximadamente
7.4 mg/disco) con 10 mL de acetona 100% como agente extractante, en presencia
de una pequefia cantidad de ascorbato sodico (punta de espatula pequefia) para
prevenir la formacion de feofitinas. La suspension resultante se filtré a través de
un sistema Millipore, con un membrana Durapore de 0,22 pm utilizando presion
(jeringuilla). Los extractos se guardaron en recipientes de vidrio bien cerrados,
forrados con papel aluminio y en frio (a T= -20°C) hasta el momento de su
analisis. Para cuantificar los pigmentos se utiliza la técnica de HPLC en fase

reversa.

3.9.2. Separacion y cuantificacion de pigmentos por HPLC

El sistema cromatografico modular utilizado consta en una bomba Waters
(Mod. M-51), inyector Rheodyne 7010 con loop de 20 uL, columna de
compresion radial Cig (8 x 10 cm) de fase reversa Nova-Pack (Waters) de 4 uM
de diametro de particula, un detector visible/ultravioleta Shimadzu (SPD-6A V) y
un sistema de registro/integracion informatizado PC-Integration Pack ver. 3.00,
Softron (Kontron). El método utilizado fue el descrito por Val et al. (1994) que
consiste en 2 etapas isocraticas en las que las fases moviles son: (i) 1.75%
metanol, 1.75% diclorometano y 96.5% acetonitrilo y (ii) 50% acetonitrilo y 50%
acetato de etilo, con un flujo de 2 mL- min™'. Los pigmentos fueron detectados a
440 nm. La cuantificacion de pigmentos se llevd a cabo segun lo descrito por Val

et al (1986).
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3.9.3. Ecuaciones para la cuantificacion de pigmentos
La cuantificacion de pigmentos se llevo a cabo segun lo descrito por Val et

al (1986).

Las longitudes de onda correspondientes a la méaxima absorcion de
clorofilas a y b, en acetona, aparecen a 662 y 645 nm respectivamente. Segun Val
et al. (1985) las concentraciones obtenida por HPLC se relacionan con los valores

de absorbancia a 662 y 645 nm segun las siguientes ecuaciones:

Chla (ug- mL")=10.81 Abs,,, —0.75 Abs,;
Chlb (ug mL™")=-3.98 Abs,, +19.02 Abs,,,

Chlt(ug mL™")=6.83 Abs,,+18.27 Abs,,;

3.9.4. Estimacion de clorofila por unidad de area mediante SPAD.

La determinacion de clorofila, en campo, se llevd a cabo con un medidor de
clorofila portatil (SPAD-502, Minolta Corp). La determinacion se realiza sobre un
rectangulo de hoja de 2 x 3 mm de area, detectando la luz que emiten dos LED’s
(A = 940 nm, en el infrarrojo y A = 650 nm) transmitida a través de la hoja. Esta
luz entra en la hoja donde una porcidon es absorbida por la clorofila y el resto se
transmite, siendo detectada por un fotodiodo. La cantidad de luz que alcanza el
detector es inversamente proporcional a la cantidad de clorofila en el camino
optico.

La relaciéon entre los valores medidos por el SPAD y la concentracion de
clorofila no es lineal y los datos obtenidos se pueden ajustar tanto a una ecuacion
polinémica de segundo grado como a una exponencial. El valor de SPAD se
relaciona con la concentracién real de clorofila determinada por HPLC o por
espectrofotometria, aplicando las ecuaciones de Val et al.,1985 (Apartado3.9.3).

En la Figura 25 se muestran estas calibraciones para el caso del manzano.
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60 | OHPLCChl Total (ng/em2) v = 0,0151x +0,2239x + 1,8294
R* =0,9894

504 © fotometroChl T

y =0,016x"+0,1029x + 4,1011
R =0,9934
O T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Valores SPAD

Figura 25: Curvas de calibracion del SPAD por HPLC y por espectrofotometria para manzano

En los experimentos de campo, las determinaciones de SPAD se realizaron
sobre 20 hojas de cada muestra. En cada hoja se hicieron 2 mediciones,

obteniendo la media de la hoja, y al final la del arbol.

3.10. Analisis mineral en hoja vy fruto

Se realizaron andlisis de los principales nutrientes minerales:
macronutrientes (N; Ca, Mg, K y P) y micronutrientes (Fe, Mn, Zn y Cu). Tanto
en hoja como en fruto es necesario una preparacion previa de la muestra antes de

proceder a su analisis (apartado 3.3).

Para determinar calcio, magnesio y potasio, las muestras deben tratarse de
manera especial debido a su alto contenido en el tejido foliar. Para ello se toma
una alicuota de 1 mL de la dilucién de cenizas (apartado 3.5.1) y se lleva a un
matraz aforado de 50 mL. Se anade 5 mL de cloruro de lantano al 3%, 1 mL de

acido clorhidrico concentrado y se completa el volumen con agua desionizada.
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3.10.1.Ca, Mg, Fe, Mn, Zn y Cu, por espectrofotometria de absorcion
atomica

Para determinar los citados elementos se utiliz6 un aparato de absorcion
atomica Unicam mod 929, excepto para las muestras de 1997 que se leyeron con
un Perkin Elmer. Las concentraciones de los distintos elementos se determinaron
interpolando en las correspondientes rectas de calibrado realizadas con patrones
preparados a partir de estdndares comerciales (Tritisol, Merck) en el intervalo

adecuado para la muestra en cuestion.

Para cada elemento se ajusto la longitud de onda de absorcion (Tabla 3) la
posicidon del mechero (alineacion y altura), caudales de gases, anchura de rendija,

y el resto de pardmetros instrumentales.

Tabla 3: Longitudes de onda de los distintos elementos

Elemento Longitud de onda (nm)
Calcio (Ca) 422,67
Cinc (Zn) 213,86
Cobre (Cu) 3245
Hierro (Fe) 248,30
Magnesio (Mg) 285,21
Manganeso (Mn) 279,50

3.10.2. K por emision atomica

Se utilizo el mismo equipo Unicam mod 929, en configuracion de emision
atomica, es decir, sin lampara, y con el fotomultiplicador preparado para detectar
sefales de transmision. La longitud de onda de emision del elemento de 766,49

nm y con la llama Acetileno/aire.
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3.10.3. Nitréogeno por el método Dumas

La determinacion de nitrogeno se realiza por el método de Dumas utilizando

un analizador proteico (NA 2100, THERMO)

El NA 2100 es un instrumento dedicado a la determinacion cuantitativa de
nitrogeno proteico en alimentos, nitrégeno en fertilizantes, suelos y en cualquier

matriz que pertenezca al campo agroalimentario.

El fundamento de este método analitico es la combustion instantanea y
cuantitativa de la muestra para asegurar una elucién efectiva de los gases

generados y de su proporcion estequiométrica.

La muestra se pesa en una cdpsula de zinc que perfectamente cerrada se
introduce en el carrusel automatico. Se produce la combustion controlada de la
muestra a 1800 °C por la inyeccion de una cantidad fija de oxigeno en una
corriente de helio. Los gases de combustion fluyen a través de un sistema que
asegura la completa oxidacion y después, a través de un agente reductor (cobre)
contenido en otro reactor y mantenido a 780 °C, el nitrogeno oxidado se convierte
en nitrogeno elemental y se retiene el exceso de oxigeno. De la mezcla gaseosa
(N2, CO,, H,0, SO,) se absorben los didxidos de carbono y azufre al pasar por un

lecho de sosa y la humedad se retiene en un tubo relleno con anhidrona.

El nitrégeno es eluido en una columna cromatografica (con carbén activo).
El gas de combustion purificado cruza un detector de conductividad térmica que
envia una sefial eléctrica, proporcional a la concentracién de nitrégeno, a un

sistema de integracion basado en PC (Eager 200).

3.10.4. Determinacion de nitrogeno por el método Kjeldahl
Este método se utiliz6 para analizar el nitrégeno de las muestras tomadas en

1997. Basicamente consiste en la digestion de material molido (0,5 g, obtenido
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segun el apartado 3.3) con &cido sulftrico concentrado (20 mL, 98%) y un
catalizador (6xido de cobre) durante 2 horas a 150 °C y reflujo. En este paso todo
el nitrogeno de la muestra pasa a la forma NH;". Una vez digerida, la muestra, se
deja enfriar y se coloca en un sistema de destilacion y se anaden 6-8 gotas de
indicador (fenolftaleina) y agua destilada hasta un volumen de 100 mL. Estas
disoluciones se neutralizan con NaOH (0.1 N), detectandose por el cambio de
color a rosa oscuro, con lo que el NH," pasa a NHj. A continuacion las muestras
se destilan en arrastre de vapor recogiendo el destilado sobre matraces que
contienen 15 mL de HCI (0.1 N) y 6-8 gotas de indicador Shiro-Tashiro (0,08 g
de azul de metileno y 0,125 g de rojo de metilo en 100 mL de etanol de 96°) hasta
que el volumen total recogido alcanza 300 mL (8 o 10 minutos de destilacion).
Una vez realizada la destilacion, los matraces conteniendo el destilado se dejan
enfriar y el exceso de HCI (0,1 N) se valora con NaOH (0,1 N). El % de N en la

muestra puede calcularse con la féormula:

_0ix{/-v)x0014

%N = 100
Y

V = volumen de NaOH necesario para neutralizar un blanco (0% de N)
V’ = volumen de NaOH consumido por HCI de exceso

p = peso de la muestra

3.10.5. P por colorimetria

La concentracidon de fosforo en hoja se determina colorimétricamente en la
solucién obtenida tras la digestion del material vegetal. En presencia de V" y
Mo®", el fésforo en medio 4cido desarrolla un complejo amarillo de
vanadofosfomolibdato cuya densidad oOptica se mide a 430 nm en

espectrofotometro. La intensidad de la sefal a esta longitud de onda es
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proporcional a la concentracion de elemento presente en la muestra (Martin-

Prevel et al., 1987).

3.11. Interpretacion del analisis nutricional: Desviacion del oéptimo
nutricional porcentual (DOP)

Para la interpretacion de los datos analiticos y realizar el diagndstico
correcto de la situacién nutricional en la que se encuentra la plantacion, es

indispensable disponer de valores de referencia.

Mediante un sencillo método de célculo pueden determinarse unos indices
(indices DOP) que constituyen un adecuado baremo para evaluar,
simultdneamente, intensidad y calidad de la nutricion. Este indice de
interpretacion del andlisis vegetal permite ademas del diagndstico realista de una
situacion nutricional dada, conocer el orden de limitacion, tanto por exceso como

por déficit, de cada uno de los nutrientes considerados.

El indice de Desviacion del Optimo Porcentual (DOP) esta definido como la
desviacion porcentual de la concentracion de un elemento con respecto a la

concentracion Optima considerada valor de referencia (Montafiés et al. 1991).
El DOP se calcula aplicando la siguiente relacion:

pop = £ *190 149

ref

Donde, C es la concentracion foliar (en porcentaje sobre materia seca) del
elemento en la muestra analizada y C,e es el Optimo del mismo elemento
(porcentaje sobre materia seca) definido en las mismas condiciones en que fue

tomada la muestra y para el mismo cultivo.

El signo del DOP para un determinado elemento, serd negativo en caso de
déficit y positivo en caso de exceso. Cuando el contenido de la muestra coincida

con el optimo de referencia, el DOP serd igual a cero.
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Una vez conocido el DOP para cada uno de los nutrientes minerales de
interés, puede calcularse el estado en que se encuentra una plantaciéon. Hay que
tener en cuenta que el valor numérico absoluto indica la importancia o gravedad
de la situacion andmala. Logicamente cuando el indice DOP sea cero el elemento

correspondiente se halla en dptima concentracion.

Asimismo, la suma de los valores absolutos de los indice DOP (XDOP),
puede ser utilizada como un indicador del grado de acercamiento de una muestra a
la situacion nutricional 6ptima. En efecto, cuanto menor sea el ZDOP mas cerca
del 6ptimo nutricional estara el conjunto de elementos considerados. Por tanto, el
YDOP puede ser utilizado para ordenar un conjunto de muestras por su grado de

alejamiento del 6ptimo (XDOP=0).

3.12. Determinacion de iones en fruto por Electroforesis Capilar

El equipo de electroforesis utilizado en este trabajo para la determinacion
de aniones y cationes fue un “P/ACE™ MDQ” de Beckman. Durante los tiltimos
afios se ha demostrado que la Electroforesis Capilar (EC) es una técnica de
separacion adecuada para aniones inorganicos y organicos (Romano et al., 1991,
Trenery et al., 1996). La EC presentan ciertas ventajas sobre HPLC y Ila
cromatografia ionica. Las separaciones por EC suelen tener una alta resolucion,
son rapidas, el tamafo de la muestra es muy pequefio y el coste de consumibles
(capilares y electrolito) es bajo. Algunos autores como Putra y Botton (1998) han
utilizado diferentes técnicas de separacion basadas en EC, para identificar los
exudados del xilema en especies de familias como Rosaceae, Juglandaceae y
Vitaceae. Estos autores fueron capaces de determinar acidos organicos como el
fumarico, tartarico, malico, citrico, succinico, aspartico, glutdmico y fosfato; asi

A : : I + + + 1t +
como también algunos cationes inorgénicos como Ca”, Mg2 ,Na,K yNH4.
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3.12.1. Fundamentos de la Electroforesis Capilar
La electroforesis capilar es una técnica basada en la interaccion de un

campo eléctrico con una particula cargada.

Las columnas donde se lleva a cabo la separacion son capilares de reducido
diametro interno, fabricados en silice fundida y recubiertos externamente con
poliimida con el objeto de facilitar su manipulacion. Su longitud oscila en funcién

de la aplicacion analitica considerada.

La separacion de los analitos mediante electroforesis capilar (EC) se basa en
el comportamiento de una muestra, (en medio polar), en el interior de un capilar
de vidrio, al aplicar una diferencia de potencial eléctrico. El efecto del campo
eléctrico que actia en el interior del capilar sobre las especies en la disolucion
(cargadas y neutras), se traduce en el desplazamiento de éstas por el interior de la
columna hacia el electrodo correspondiente, a una velocidad determinada por la

movilidad total de cada una de ellas.

La velocidad (v) que adquiere toda particula cargada contenida en el capilar,
cuando se aplica al mismo una diferencia de potencial, depende de su movilidad
i6nica total “u” y de la intensidad del campo eléctrico en el interior de la columna

“E”, es decir, v=nE

La intensidad del campo eléctrico en el interior del capilar depende del

voltaje aplicado (V) y de la longitud (L) E=V L™,

Combinando ambas ecuaciones se obtiene que la velocidad de cada analito
es funcion de tres parametros: movilidad i6nica, voltaje aplicado y longitud del

capilar.

Se deduce que para cada grupo de analitos sometidos a las mismas
condiciones de trabajo, el voltaje y la longitud de la columna seran iguales, por lo

que la velocidad sera especifica, y por lo tanto serd posible realizar una separacion
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con un grado de selectividad que dependerd de la diferencia relativa entre los

valores de la movilidad idnica total.

La movilidad id6nica total es la resultante de dos contribuciones

independientes: movilidad electroforética ([,,) y movilidad electrosmotica ([,).

La movilidad electroforética es la debida a la interaccion del campo
eléctrico con una particula cargada, bien positivamente, moviéndose hacia el
anodo (+), o bien negativamente, moviéndose hacia el catodo (-). Las particulas
con mas carga tendran mayor movilidad y a igualdad de cargas sera mas rapida la

de menor tamano molecular.

La movilidad electrosmética es consecuencia de una interaccion entre las
cargas positivas de la disolucion que se desplaza por el capilar y la distribucion de
cargas negativas en €1, que son el resultado del contacto de la disolucion utilizada

como electrolito con la pared del capilar.

Cuando se establece una diferencia de potencial eléctrico entre los extremos
del capilar, las cargas positivas que estan interaccionando con la pared son
atraidas hacia el catodo (junto a sus esferas de hidratacion). Debido al pequeio
didmetro de la columna, el volumen total de disolucion implicado en el
desplazamiento representa el total del contenido, creandose un flujo interno, que
arrastra a toda la disolucion contenida en la columna hacia el catodo. Este

fenémeno se conoce como Flujo electrosmético (EOF).

Para que los andlisis sean reproducibles, antes de cada sesion analitica es
preciso realizar un acondicionamiento del capilar. El flujo electrosmdtico se
origina, segin se ha dicho antes, como consecuencia de la ionizacion de los
grupos silanol de la superficie interna del capilar. Para que esta situacion sea
reproducible se debe purgar el capilar con una disolucién alcalina (NaOH 0,1 N).
El medio basico favorece la ionizacion total de los grupos silanol de la pared del

capilar, lo que contribuye a que se alcance en la columna, al comienzo de cada
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sesion, unas condiciones muy similares. Tras el paso de la disolucion basica, se
realiza otra purga pero esta vez con el electrolito de trabajo para asegurar su

llenado y estabilizacion.

La finalidad del electrolito de trabajo es conseguir que el medio posea la
conductividad necesaria para la realizacion del recorrido electroforético. Ademas
cuando los compuestos a determinar sean transparentes, se elige como electrolito
un compuesto que aporte una absorcion intensa y constante, realizandose la

lectura por absorbancia indirecta.

La inyeccion de la muestra en el capilar se realiza por el extremo opuesto al
detector, por medio de presion en el extremo de entrada del capilar, aplicando
vacio en el extremo de salida del capilar o aplicando voltaje. La aplicacion de
voltaje durante la separacion hace que los componentes de la muestra migren por

el capilar a distintas velocidades.

3.12.2. Método de analisis para especies cationicas
El sentido del movimiento para cada especie viene dado por la movilidad
electroforética y la movilidad electrosmotica. Los cationes seran desplazados por

el EOF hacia el catodo, ya que la inyeccion se lleva a cabo en el danodo.

Se puso a punto un método capaz de detectar y cuantificar las especies

catidnicas de interés para este trabajo, K*, Ca®" y Mg*".
e Electrolito de trabajo

Se prepararon soluciones madre 20 mM de 4-Aminopiridina a pH=7.3
ajustado con fosfato al 5% y 20 mM de éter 18-Crown-6 a partir del so6lido. El

electrolito de trabajo consistio en una mezcla de ambas en una proporcion 1:4.

e Condiciones de analisis
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Una vez preparados los correspondientes tampones y acondicionado el
capilar se programo el sistema para llevar acabo la separacion y posterior registro
de la sefial con las siguientes condiciones: longitud de onda = 214 nm; voltaje
aplicado = +30 kV; temperatura = 20°C tiempo de inyeccion = 4 segundos a una
presion de 50.0 mBar y polaridad normal. La separacion de los tres cationes se

obtuvo en 4 minutos.

3.12.3. Método de analisis para especies anionicas

Para determinar especies anidnicas se debe invertir la polaridad del sistema
(inyeccion en el catodo y deteccion en el &nodo) pero con esta configuracion al
detector solo llegarian determinados aniones que ademas estarian retrasados por el
efecto del EOF que mantiene su movimiento hacia el catodo arrastrando a los
aniones y cationes que encuentra a su paso. Por lo tanto habrd que detener o
invertir este EOF. Esto se consigue afadiendo al electrolito de trabajo un agente
de surfactante cationico a alta concentracion, de manera que se forma una doble
capa sobre la superficie del capilar. Asi, la disposicion de las cargas sobre la pared
del capilar es positiva y seran las cargas negativas de la disolucion las que
interaccionen con ella para generar el EOF, que tras la aplicacion de la diferencia
de potencial se dirigira hacia el &nodo, y por lo tanto todos los aniones llegaran al

detector.

Las especies anionicas a determinar fueron las que mayoritariamente se
encuentran en las manzanas: fosfato y algunos acidos organicos como el acido

malico, acido citrico, acido quinico y acido lactico
e Electrolito de trabajo

Se prepararon soluciones madre de 20 mM PDCA (4cido 2,6-piridin
dicarboxilico) y de 5 mM de CTAB (N, cetil-N, N,N-trimetilamonio bromuro)

este ultimo como modificador del flujo electrosmotico. A partir de estas
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soluciones se prepard diariamente el electrolito de trabajo diluyendo en una

relacion 1:2,5 y ajustando el pH a 3,17 con NaOH.
e Condiciones de analisis.

Una vez preparados los correspondientes tampones y acondicionado el
capilar se programo el sistema para llevar acabo la separacioén y posterior registro
de la sefial con las siguientes condiciones: longitud de onda = 214 nm; voltaje
aplicado = -25 kV; temperatura = 20°C tiempo de inyeccion 5 sg a 50 mBar de

presion y polaridad inversa.

3.13. Analisis de datos

Los datos tomados se analizan estadisticamente mediante andlisis de
varianza (ANOVA) y cuando el resultado mostré diferencias significativas, se
realiz6 un test Duncan de separacion de medias. En algunos casos se realizaron

analisis de regresion para establecer posibles relaciones entre distintos pardmetros.
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4. Resultados y Discusion
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4.1. Parametros de cosecha, morfolégicos v de calidad de las manzanas
Golden de Quinto de Ebro

El objetivo ultimo del fruticultor es obtener la mayor produccion posible de
fruta de gran calidad, con el minimo coste y evitando, en lo posible, la

degradacion del entorno.

En ninguno de los tres anos de este estudio se encontraron diferencias
significativas en los parametros de produccidon que pudieran atribuirse a los
tratamientos aplicados en la plantacion (resultados no mostrados). En el apartado
3.2.2 se describen el detalle de estos tratamientos. Asi, ni los distintos niveles de
aclareo aplicados durante 1997, 1998 y 1999; ni la aspersion con compuestos de
calcio en 1997, ni, finalmente, la aplicacion de un regulador de crecimiento
(Prohexadione Ca), afectaron a los parametros expuestos en la Tabla 4;Error! No
se encuentra el origen de la referencia.. Esto nos ha permitido tratar
estadisticamente los resultados obtenidos en un mismo afio, en la misma

plantacion sin considerar otros factores de variacion.
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En la Tabla 4;Error! No se encuentra el origen de la referencia. puede
apreciarse que el afio 1998 fue el menos productivo de los tres considerados. El
indice de cosecha en Kg arbol™ toma un valor de 36,2 frente los 59 y 67 de 1997 y
1999 respectivamente. Esto podria atribuirse a que en este afio se seleccionaron
ejemplares con un promedio de seccion de tronco (=56 cm?) inferior al de los
otros dos (= 62 cm?). Sin embargo, la carga de cosecha en frutos por arbol resultd
similar el primero y segundo afios debido a que los aclareos aplicados dejaron en
la planta un nlimero de frutos en consonancia con el tamafo de planta. En 1999 la
carga de cosecha soportada por los arboles fue un 20-25% mayor que en los otros
dos afos. Esto indujo un aumento en el n° de frutos por arbol, un descenso en el
tamafio y peso de los frutos y, consecuentemente, mayor productividad y

produccion total.

Tabla 4: Indicadores de produccion y productividad en manzanos de la variedad Golden
Smoothee (densidad de plantacién 1250 &rboles x ha) en los tres afios de
experimentacion.

1997 1998 1999
Produccién (kg/arbol) 59,155 36,2 66,58
N° frutos arbol 283,6 241,7 396,5
Peso fruto (g) 210,98 167,7 167,93
Seccion de tronco (cm?) 62,1 55,8 61,6
Superficie fructificante max. (cm” ha™) 77607 69720 76991
Productividad:
gramos de fruto X em? de tronco 80,6 3699 542,65
Carga de cosecha (N° frutos cm™) 2,3 2,5 33
Produccién total (Tm ha™) 74 45 83

La produccién por hectdrea es un estimador de la eficacia de la superficie

fructifera y de la tierra ocupada. Segiin Westwood (1982), la superficie fructifera
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potencial méaxima para manzanos °‘Golden Delicious’, expresada como el
sumatorio de las secciones transversales de tronco por hectarea, es de 95.000 cm?
0 56.000 cm” si el patron es enanizante. La plantacion objeto de estudio esta
injertada sobre M9, patrén que reduce considerablemente el crecimiento
vegetativo del cultivar. Asi, con un valor de la superficie fructificante maxima de
7-7,7 m* ha', se han obtenido valores de produccion de 45 a 83 Tm ha’, que
pueden considerarse excelentes, teniendo en cuenta que el rendimiento medio del
manzano, en las parcelas de regadio de la provincia de Zaragoza es de 23,6 Tm

ha™' (Anuario Estadistico Agrario de Aragén, 2001).

4.1.1. Analisis de crecimiento de fruto

En el periodo del cuajado de frutos, que se produce tras la polinizacion y la
fecundacion, el fruto es todavia muy pequefo y su futuro tamafio susceptible de
ser modificado por factores que pueden afectar a su velocidad de crecimiento. El
estudio de estos procesos es importante para comprender los posibles efectos de la
aplicacion de técnicas como la fertilizacion, poda, reguladores de crecimiento y

aclareo de frutos.

Para el manzano, el periodo de maxima tasa de division celular se produce a
las 4-5 semanas tras la antesis. Los espacios de aire intercelulares estan ausentes o
son muy pequeios en el momento de la floracion y aumentan al mismo ritmo del
crecimiento celular, permaneciendo relativamente constantes durante el resto de la
estacion. Las vacuolas se forman al principio de la fase de crecimiento de las
células y aumentan de tamafio conforme crecen éstas, terminando por ocupar la
mayoria del citoplasma (Westwood, 1982). El sumatorio de contribuciones
integrado por la division celular, el crecimiento del tamafio de células, y la
formacion de los espacios de aire da lugar, en el caso de las manzanas a una curva
sigmoidal (en forma de S) cuando se representa el volumen o peso del fruto en

funcion del tiempo.
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Al igual que en el apartado anterior, los tratamientos aplicados durante los
tres afios no produjeron diferencias significativas respecto al tamano del fruto ni a
su velocidad de crecimiento. Por lo tanto, para realizar los analisis estadisticos, se
ha considerado el conjunto de datos obtenidos a lo largo de cada temporada, sin

tener en cuenta los factores de los distintos disefios experimentales.
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Figura 26: Curvas de crecimiento del peso fresco y seco del fruto
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En la Figura 26;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se
muestra la evolucion del peso del fruto (fresco y seco) a lo largo de su periodo de
desarrollo, durante los tres afios estudiados. Dicha evolucion se ajusta, a
ecuaciones logisticas de crecimiento que, como se ha mencionado anteriormente,
en el caso de las manzanas y otros frutos de pepita se trata de sigmoideas simples.
Estas ecuaciones se han obtenido, utilizando el método descrito en el apartado
3.6.2, a partir de los valores medios de peso, en cada fecha de muestreo, mediante

el ajuste a las respectivas ecuaciones de regresion no lineal para un alfa de 0,05.

Tabla 5: Ecuaciones logisticas de crecimiento

Peso fresco

v - 235919
1997 I 4 g 04609509 R’ = 0.9089
_ 215.799
008 1+ e_0,037*(x_108.191) RZ =0.9326
_ 187.163
1909 1+ 670‘033*()(7108‘459) R2 =(.8805
Peso seco
38.091
Y= 1 —0.044*(x—100.682) 2
1097 +e R“=0.9050
v 38.265
1998 ] 4 g 0063 0-92348) R?=0.9084
v 28.4342
190 1+ e_0_034*(x—1074995) RZ =(.8543

105



/éeéu/é‘aa[od Y :Z)iécudio'n

En la Tabla 5 se detallan las ecuaciones obtenidas con sus correspondientes
coeficientes de determinacion. En todos los casos, el estadistico R* indica que el
modelo es capaz de explicar, en el peor de los casos, el 85% de la variabilidad de
los pesos seco y fresco. Esta bondad en el ajuste permite comparar, con fiabilidad
la evolucion de los frutos, a partir de los pardmetros calculados de las curvas de
crecimiento expuestas en la Figura 26;Error! No se encuentra el origen de la

referencia..

Asi mismo, se presentan los parametros de crecimiento que han sido
obtenidos siguiendo el procedimiento descrito por Costa et al. (1995), tal y como
se recoge en el mencionado apartado de Material y Métodos. A partir de las
ecuaciones de las curvas de crecimiento, se pueden calcular el valor del maximo
crecimiento posible que seria la asintota de la curva en el eje de abscisas, el
tiempo de méaximo crecimiento y la velocidad maxima de crecimiento. Como
puede observarse, en 1997, se alcanza el valor tedrico mas alto de peso fresco
maximo. Sin embargo, el peso seco maximo, segun la asintota de la curva

correspondiente, se alcanzaria en 1998.

Tabla 6: Valor maximo de crecimiento, tiempo de maximo crecimiento y tasa de maximo
crecimiento para el peso fresco y seco del fruto

1997 199 199
8 9
Peso fresco
Peso fresco maximo (g) 235, 215, 187,
919 799 163
Tiempo maximo crecimiento (DTPF) 95,0 108, 108,
90 191 459
Tasa maximo crecimiento (g dia™) 2,71 1,99 1,54
0 6 4
Peso seco
Peso seco maximo (g) 38,0 38,2 28,4
9 6 3
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Tiempo maximo crecimiento (DTPF) 100, 92,3 107,
68 5 99

Tasa maximo crecimiento (g dia™) 0,42 0,60 0,24

Es interesante comprobar como durante 1999, afo que segun la Tabla
4;Error! No se encuentra el origen de la referencia., los arboles soportaron la
carga de cosecha mas alta, y, por tanto, mayor numero de frutos, el peso maximo
tedrico desciende dramaticamente, ya que la pendiente méxima de estas curvas es
la menor (Figura 26;Error! No se encuentra el origen de la referencia. y Tabla

6;Error! No se encuentra el origen de la referencia.).

4.1.2. Solidos solubles

En el proceso de maduracion los frutos del manzano convierten el almidon
en azucares, primero en sacarosa y luego en glucosa y fructosa. Como la sacarosa
es el principal componente de los solidos solubles de las manzanas, la medida de
¢éstos con un refractometro da el valor de los azlicares disueltos en el jugo del
fruto. Este pardmetro es el mas importante indicador de la calidad del fruto, ya

que, junto a la acidez, condicionan el sabor del mismo (Carrera, 1999).

El grado de madurez de la fruta al momento de la cosecha, es un factor de
primera importancia, debido a que de ¢l depende principalmente la palatabilidad y
aceptacion del producto por el consumidor, ademas de su capacidad de

almacenamiento.

Cuando la fruta se cosecha inmadura, aunque reciba los mas adecuados
manejos postcosecha, la calidad comestible y de presentacion serd inferior que la
que se cosecha con la madurez 6ptima y es, ademas, muy susceptible a desordenes
fisiologicos como bitter pit y escaldado, que disminuyen considerablemente el
periodo de almacenamiento y la aptitud comercial debido a que son frutos con

escaso desarrollo de color, acidos, mas duros y mds propensos a deshidrataciones
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en el almacenamiento. También una cosecha prematura implica pérdidas de
produccidn puesto que se obtienen menores tamafios. Por otra parte, la fruta que
se cosecha muy madura no resiste un almacenamiento prolongado, debido a la
rapida pérdida de consistencia de la pulpa y de sus cualidades organolépticas, asi
como a su mayor predisposicion a ciertas alteraciones fisiologicas como
pardeamiento interno, escaldado senescente y corazén acuoso; también se hace
mas susceptible al ataque de microorganismos patogenos causantes de las

podredumbres.

Durante los tres afios del estudio el contenido en solidos solubles aumenta
conforme el fruto se va desarrollando, al principio de forma lenta y mas
rapidamente cuando se acerca la fecha de recoleccion (Figura 27Error! No se
encuentra el origen de la referencia.). Los valores obtenidos en cosecha, se
encuentra en el rango de los recomendados para las manzanas del grupo Golden
(Carrera, 1999). Asimismo, se observa coémo en 1998 el contenido de solidos

solubles fue el mas alto de los tres afios estudiados.

16
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Figura 27: Evolucién de azucares (°Brix) en fruto durante los 3 afios del estudio
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4.1.3. Relacion entre sélidos solubles y SPAD
En la Figura 28jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
demuestra la existencia de relacion entre carbohidratos solubles y clorofila foliar.

Se obtuvo un ajuste lineal para los tres aflos significativo a un nivel de confianza

del 99% para 1997 y 1998 y del 95% para el ultimo afo.

Un incremento en la concentracion de clorofila foliar se traduce en un
aumento del contenido de carbohidratos solubles con excelentes coeficientes de
correlacion (0,997; 0,988 y 0,998 para 1997, 1998 y 1999 respectivamente). Esto
podria ser reflejo de la actividad fotosintética de las hojas, ya que, segin se ha
comprobado (Val et al., 2000), conforme avanza la estacion desciende la
concentracion de N foliar, pero aumenta la concentracion de clorofila, lo que

finalmente se traduce en un aumento del transporte de fotoasimilados al fruto.

60 ‘ ‘
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—=— 1998

35 | —¢—1999 7]

SPAD (ug/cm’)
al
o
I

——y=31,9+1,72x R=0,997

45 - - ——y=28+198x R=0988 |
—y= 34,9 +1,36x R=0,998
40 \ \ \ ‘ : | |
7 8 9 10 11 12 13 14 15

° Brix

Figura 28: Relacion entre clorofila foliar y solidos solubles en fruto
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Al comparar estadisticamente las rectas obtenidas en los tres afios, se
comprueba que no existen diferencias significativas entre ellas, ni en la pendiente
ni en la ordenada en el origen para un nivel de confianza del 90%. Por lo tanto, es
posible ajustar los datos a una sola ecuacion que englobe los tres afios (Figura
29iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Segiin dicha figura,
teoricamente, realizando cuantificaciones de clorofila foliar podria predecirse la
concentracion de carbohidratos solubles en la manzana, pardmetro especialmente

util como indicador de calidad y del estado de madurez de la fruta.

60 \ \ \ \ \
—vy=30,779 + 1,7655x R=0,9712
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Figura 29: Ajuste a una sola recta la relacion de los 3 afios entre clorofila y azicares.
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4.2. Estatus nutricional de la plantacion

El contenido de un tejido vegetal en elementos minerales esenciales, si es
debidamente interpretado, proporciona un indicador muy util, ya que el
comportamiento de la planta viene determinado por la cantidad de cada elemento
presente en ella. Para obtener un rendimiento maximo, cada uno de ellos debe
estar presente en equilibrio y en cantidad apropiados, para lo cual los niveles
determinados por analisis deben estar comprendidos dentro de unos limites de
concentracion especificos. Por debajo de esos limites hay deficiencia y por

encima, exceso, incluso toxicidad del elemento en cuestion.

Las plantaciones frutales tienen una dindmica de nutrientes que difiere en
gran medida de la de los cultivos herbaceos (Si6 y Boixadera, 1995). En primer
lugar, se trata de un cultivo perenne, que ocupara el terreno durante un largo
periodo de tiempo. En segundo lugar, se debe considerar que el objetivo
prioritario de una plantacion frutal no es la creacion de biomasa, sino que, como
indica Atkinson (1986), la calidad y la aptitud para la conservacion frigorifica de

los frutos deben ser factores claves en la nutricion de los frutales.

La interpretacion de los datos analiticos y el diagnostico correcto de la
situacion nutricional en la que se encuentra una plantacion, requiere disponer de
unos valores de referencia 6ptimos, para conocer la situacion nutricional real y el

orden de limitacion de cada uno de los nutrientes considerados.

En un reciente trabajo de revision Lucena (1997), expone los distintos
métodos de interpretacion del analisis nutricional de plantas. Alguno de estos
métodos tiene en cuenta las interacciones entre nutrientes como, el DRIS
(Diagnostic and Recomendation Integrated System); algunas variaciones de éste
como el M-DRIS consideran la materia seca (M) como otro componente a utilizar
en las relaciones nutricionales y en el Log-DRIS se usan diferentes ecuaciones

para eliminar el efecto de la curtosis en el coeficiente de variacién cuando se
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utiliza el tradicional DRIS. También es muy utilizado el CND (Compositional
Nutrient Diagnosis); y por tltimo el DOP (Desviacion del Optimo Porcentual) que
es el que se ha utilizado en este trabajo aplicando los datos de los analisis
nutricionales de hojas y frutos. El sistema DOP (Montafies et al., 1991), por una
via de célculo mucho mas sencilla, puede llegar a las mismas conclusiones
interpretativas que el DRIS en lo que respecta a fijar el mismo orden de limitacion
de nutrientes aun cuando no sea este su objetivo, pero al ser sus indices numéricos
indicadores de situaciones de déficit o exceso (signo - 6 +) y su valor absoluto
cuantificador del posible desarreglo nutricional, permite la emisiéon de un
diagnodstico bajo los aspectos cuantitativos y cualitativos de la nutricion (Sanz,

2000).

4.2.1. Diagnostico nutricional a partir del analisis de hoja.

El analisis foliar proporciona informacion sobre las necesidades
nutricionales de los cultivos. A través del analisis de suelo, inicamente se dispone
de informacion acerca de la disponibilidad de nutrientes, en cambio, el analisis de
las hojas informa de los nutrientes absorbidos por el arbol y, ademds, pueden
ponerse de manifiesto situaciones de deficiencia o exceso en alguno de estos
nutrientes, aun cuando todavia no se hayan desarrollado sintomas visuales. Los
analisis de suelo, son valiosos para estimar la disponibilidad de nutrientes y la
acidez o salinidad. No obstante, puesto que las hojas son importantes centros de
sintesis, los andlisis foliares reflejan el estado nutritivo de la planta con mas

fidelidad que los del suelo.

Se han estudiado los indices DOP en hojas para conocer la situacion
nutricional del cultivo y el orden de limitacidon, tanto por exceso como por
defecto, de los nutrientes considerados. Para determinar estos indices se aplico la

ecuacion descrita por Montaiiés et al. (1991), como se detalla en el apartado 3.11,
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tomando como valores de referencia para hoja los recopilados por Gagnard (1987)

en la Tabla 7jError! No se encuentra el origen de la referencia..

Tabla 7: Valores de referencia 6ptimos en hoja de manzano. Los datos mostrados son el promedio
de los recopilados por Gagnard (1987).

Macronutrientes N P K Ca Mg
(% ms) 2,43 0,20 1,46 1,46 0,30
Micronutrientes Fe Mn Cu Zn
(mg kg™ ms) 173,33 76,67 11,21 38,86

En la Tabla 8;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se muestran

las medias de los resultados obtenidos en los andlisis nutricionales de las hojas

muestreadas entre 75 y 105 DTPF, tiempo optimo de muestreo segun las

recomendaciones de Gagnard (1987), en los tres afios consecutivos estudiados.

Tabla 8: Nutrientes en hoja de manzano a 75-105 DTPF, en los tres afios estudiados

Macronutrientes
N P K Ca Mg
(% ms)
1997 2,83 0,18 1,75 0,92 0,36
1998 2,64 0,17 1,69 1,21 0,40
1999 2,58 0,22 1,84 0,97 0,38
Micronutrientes
. Fe Mn Cu Zn
(mg kg ms)
1997 103,70 25,75 9,95 19,10
1998 113,00 36,37 13,92 16,74
1999 97,27 24,48 21,70 14,57
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Para facilitar el estudio de los resultados obtenidos, en la Tabla 9jError! No
se encuentra el origen de la referencia. se representan los indices DOP

separando los macro de los micronutrientes.

En los 3 afos, la deficiencia de Ca*" en hoja es, cuantitativamente, uno de
los factores importantes que definen las caracteristicas de esta plantacion. A esto
hay que unir el exceso de Mg*"y K*, que también se repite durante los tres afios.
Excepto en el caso del Cu, todos los micronutrientes estin en menor
concentracion que los descritos en las referencias; cinc y manganeso son los
elementos mas deficitarios seguidos del hierro. Sin embargo, en ninguno de los
tres aflos se observaron sintomas visuales de la carencia de alguno de estos
microlementos. Es probable que la plantacion sufra endémicamente de
deficiencias subclinicas, como indican los indices DOP de cada nutriente y el
indicador de la nutriciéon global (2DOP) de la Tabla 9;Error! No se encuentra el

origen de la referencia..

Tabla 9: indices DOP de los elementos analizados en hojas

Ano Ecuaciones 2 DOP
1007 Macronutrientes 20,33 Mg > 19,66 K > 16,30 N >-10,50 P > -36,99 Ca 103,78
Micronutrientes _11 24 Cu > -40,17 Fe > -50,85 Zn > -66,41 Mn 168,67
1008 Macronutrientes 3333 Mg > 15,75 K > 8,64 N>-15,00 P >-17,12 Ca 89,84
Micronutrientes 24 17 Cy > -34,81 Fe > -52,56 Mn > -56,92 Zn 168,46
1009 Macronutrientes 25 75 K > 25,67 Mg > 11,50 P> 6,21 N > -33,49 Ca 102,62
Micronutrientes 93 61 Cy > -43,88 Fe > - 62,50 Zn > -68,07 Mn 268,06

4.2.2. Diagnostico nutricional a partir del analisis de fruto
Al igual que se hizo con los andlisis de hojas, se determinaron los indices
DOP en los frutos para conocer el estado nutricional de los mismos. Apenas se

encuentran referencias de valores Optimos de nutrientes en manzanas, ya que
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normalmente el diagnostico nutricional se realiza a partir de los andlisis foliares.
Para solventar esta dificultad, procedimos a realizar andlisis de manzanas de
calidad certificada y prolongada capacidad de conservacion. Estas manzanas
fueron adquiridas en un reputado comercio, y las que no se utilizaron en el
analisis se almacenaron, para comprobar la aparicion de dafios durante el
almacenamiento. En todos los casos la fruta se conservo sin alteracion apreciable,
incluyendo aparicion de fisiopatias durante 3 meses a partir de la fecha de compra.
Los resultados de los analisis se muestran en la Tabla 10;Error! No se encuentra
el origen de la referencia.. El céalculo de los indices DOP se realizd, como en el

caso de las hojas.

Tabla 10: Analisis de 9 variedades de manzana de alta calidad y excelente capacidad de
conservacion. Los datos son el promedio de 5 réplicas y los resultados se expresan, sobre la base
de materia seca, en g 100g™ para macroelementos y mg kg™ para microelementos.

Variedad N P K Ca Mg Fe Mn Cu Zn K/Ca

Royal Gala 0,28 0,078 0,719 0,106 0,049 1754 6,45 7,04 3,07 6,78
Golden-delicious |0,364 0,067 0,877 0,062 0,035 18,18 3,53 5,32 2,38 14,26
Red Delicious 0,252 0,063 0603 0,074 0,038 2045 3,19 6,55 1,97 8,20
V. Doncella 0,504 0,099 1,094 0082 0,050 16,76 2,52 6,39 1,07 13,42
Gloster 0,308 0,064 0617 0,086 0,037 1918 4731 5,46 1,50 7,17
Reineta Parda 0,532 0,085 0,936 0,114 0,040 2543 4,15 8,52 1,72 8,25
Fuji 0,252 0,055 0,497 0,115 0,021 14,67 4,74 6,85 2,44 4,32
Granny Smith 0,308 0,047 0,696 0124 0,028 25,77 5,44 5,68 2,06 5,63

Reineta Blanca |0,364 0,058 0,927 0,15 0,035 31,09 3,10 7,02 2,28 6,20

Promedio 0.350 0.067 0.770 0.100 0.085 21.010 4.160 6.530 2.050 0.350

Los resultados obtenidos en la Tabla 10;Error! No se encuentra el origen
de la referencia., discrepan, en cierta forma con los propuestos por Waller

(1980), y que luego han sido utilizados por un gran niimero de autores. Estos

115



%eéu/é‘aa[od Y :Z)iécujio'n

valores, una vez transformados a porcentaje de peso seco, son los siguientes: N =
0,38; P = 0,07; K = 0,85, Ca = 0,03 y Mg = 0,03. Como puede observarse, la
principal discrepancia aparece en el caso del Ca™", si bien este autor apunta que
estos valores de calcio deben ser los minimos para destinar las manzanas a un
almacenamiento prolongado. En nuestro caso el menor valor se encontr6 en
Golden delicious (0,067 % ms) y el més alto en la Reineta Blanca del Canada

(0,15 % ms).

En la Tabla 11;Error! No se encuentra el origen de la referencia. sc
muestran los resultados obtenidos de los analisis realizados a los frutos en el

momento de la recoleccion en los tres afios consecutivos estudiados.

Tabla 11: Valores obtenidos en cosecha del andlisis de frutos estudiados

Macronutrientes
N P K Ca Mg
(% ms)
1997 0,51 0,17 0,83 0,01 0,04
1998 0,39 0,06 0,75 0,03 0,04
1999 0,32 0,07 0,83 0,05 0,04
Micronutrientes
L Fe Mn Cu Zn
(mg kg™ ms)
1997 18,05 2,80 4,55 3,35
1998 24,30 1,90 4,56 1,60
1999 44,29 1,20 5,28 1,97

- ) ) N .
Durante los tres afios del estudio las concentraciones de Ca®' se situaron
muy por debajo del valor de referencia como lo indican los respectivos valores de

indice DOP. El sumatorio de valores absolutos de indices DOP indica que en 1997
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los frutos de la plantacion sufrian un marcado desequilibrio nutricional, que se ha
ido aliviando con el transcurso de los afios. Asi, mientras en el primer afio,
ademas de la deficiencia de Ca®" se encontraban excesos de fosforo, nitrogeno y
magnesio, en los siguientes afnos disminuyeron estos niveles hasta practicamente
igualarse con las concentraciones consideradas dptimas. Sin embargo, al contrario
que los macronutrientes, el desequilibrio entre oligoelementos aumenta con el
transcurso del tiempo, la deficiencia de Mn®" en fruto aumenta de afio en afio,
concomitantemente con la concentracion de Fe que alcanza los niveles mas altos
en 1999. El comportamiento del Zn es contrario al del Fe, con un nivel excesivo

en 1997 para llegar a ser deficitario en 1999.

A continuacién se detallan los resultados obtenidos al aplicar las ecuaciones

de calculo del indice DOP.

Tabla 12: indices DOP de los macronutrientes analizados en fruto a partir de las referencias
obtenidos de manzanas comerciales en perfecto estado de conservacion

Ano Ecuaciones 2 DOP
Macronutrientes 146,27 P>45,71 N >22.86 Mg > 7,79 K >-86,00 Ca 308,63
1997
Micronutrientes  ¢3 41 7zn > -14,02 Fe > -30,32 Cu > -32,69 Mn 99,28
o8 Macronutrientes 12,90 N> 11,43 Mg >-10.90 P>-3,12K >-67,00 Ca 105,35
1
Micronutrientes 15 65 Fe > 22,05 Zn > -30,14 Cu > -54,35 Mn 124,85
909 Macronutrientes 20,00 Mg > 1.49 P> 8,05 K >-9,84 N > -54,00 Ca 93,38
Micronutrientes 110,81 Fe > -4,00 Zn >-19,10 Cu > -71,27 Mn 205,18
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4.3. Evolucion de nutrientes en 3 ciclos de cultivo

Se estudi6 la concentracion de elementos minerales (macro y
micronutrientes), tanto en hoja como en fruto, durante el periodo de desarrollo
para conocer la evolucion de nutrientes en los arboles de la plantacion en los tres

afios del estudio.

4.3.1. Elementos minerales en hoja

43.1.1. Macronutrientes

En la Figura 30;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se
representa la evolucion de los macronutrientes analizados en hoja de manzano en
tres aflos consecutivos. En general, el contenido de la mayoria de los
macronutrientes disminuye a lo largo del desarrollo del fruto, excepto el magnesio

que en 1997 y 1998 aumenta.

Durante el crecimiento, las plantas requieren la incorporacion de minerales
como paso previo al crecimiento de la biomasa. Por lo tanto, los nutrientes mas
importantes deben encontrarse a disposicion del vegetal. Es por ello comprensible
que un suministro insuficiente de minerales desde el principio del crecimiento
mantenga bajo el incremento de la materia organica. Asi, las hojas en desarrollo
de los arboles se enriquecen previsoramente de los principales nutrientes como N,

P, K (Gil, 1995).

En efecto, como se observa en la mencionada figura, la concentracion de
nitrégeno en hoja disminuye a lo largo de la estacion. El valor mas alto
corresponde al primer punto de muestreo, lo que hace suponer que al comienzo de
la estacion las hojas contienen mayor concentracion de este elemento que en las
etapas sucesivas. Este comportamiento se ajusta al descrito por Sid (1995) para
hojas de Golden Delicious y por Westwood (1982) para *Delicious’ y también de

melocotonero: los maximos porcentajes de N y P en las hojas de ambos frutales se
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producen al comienzo de la estacion, se estabilizan relativamente durante la parte

media de la misma y descienden rdpidamente en la etapa final.

En el ano 1999 los niveles de nitrogeno fueron menores que en los dos
anteriores. Sin embargo, en todas las muestras, la concentracion foliar fue superior
al 2% de peso seco, nivel considerado como normal por Westwood (1982), entre

otros autores.
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Figura 30: Evolucién de la concentracion foliar de macronutrientes durante los tres afios del
experimento (% de materia seca)
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En general, la nutriciéon nitrogenada tiene una especial influencia en el
tamafio y composicién de los frutos. Los frutos son potentes sumideros de los
fotosintatos que producen las hojas, 6rganos en los que el contenido en nitrogeno
constituye uno de los principales factores que determina la tasa de fotosintesis por

unidad de area (Faust, 1989).

Como se observa en la misma figura, al igual que el nitrégeno, el
contenido de fosforo en hoja desciende a lo largo de la estacion, tendencia que
esta de acuerdo con la descrita por Sid (1995) y Nurzynski et al., (1990). Las
concentraciones encontradas en el periodo estindar de muestreo son inferiores, en
los tres afios, a 0,18% ms). Segun Gagnard (1987), estos valores serian inferiores
al promedio de los normales (0,2% ms). Sin embargo, no se alcanza el rango de
deficiencia (0,8-0,10% ms), donde ya podrian apreciarse sintomas visuales. La
caida de concentracion que se produce tras la primera toma de muestras podria
estar relacionada con los altos valores de nitrogeno que se mantienen durante este
periodo, de hecho estan el limite mas alto de los recopilados por Gagnard (1987).
En este sentido, puede observarse que en 1999 se registraron los menores
contenidos de nitrogeno concomitantes con altos valores de fosforo posiblemente
debido a un cierto antagonismo entre ambos elementos. De hecho, la elevacion del
contenido de foésforo tiende a disminuir la asimilacién de nitrégeno y viceversa

(Westwood, 1982).

Aunque la literatura que trata de las posibles relaciones entre alteraciones
del fruto durante la etapa de almacenamiento y la concentraciéon de elementos
minerales en hoja es muy escasa, la mayor parte estd dedicada al potasio. En este
sentido Tomala (1997) encuentra una alta correlacion de signo negativo entre el
valor de potasio foliar el potencial de almacenamiento de las manzanas. Segln
este mismo autor, este tipo de desordenes fisiologicos del fruto pueden limitarse
manteniendo la concentracion de potasio foliar por debajo de 1,2% ms. En nuestro

caso, el contenido de potasio foliar a lo largo de la estacion disminuye de forma
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progresiva conforme se acerca la recoleccion del fruto. Practicamente todos los
valores, exceptuando el de ultimo de 1999 (156 DTPF), que se aparta de la
tendencia seguida en los afios anteriores, son superiores a este umbral, sugiriendo
que la incidencia del bitter-pit, podria ser alta. En el periodo comprendido entre
75-105 DTPF se observa que la concentracion se mantiene en niveles altos aunque
dentro del rango considerado como adecuado segun las referencias citadas
anteriormente. Esta alta concentracion de potasio podra influir negativamente en

la absorcidn de calcio.

El papel fisioldgico del magnesio en la planta esta relacionado con el
equilibrio nutricional entre este elemento, potasio y calcio. Las propiedades
bioquimicas y biofisicas del magnesio, y por tanto su comportamiento en la
planta, son intermedias entre las del K y las del Ca. Asi, sus sales inorganicas y
organicas son menos solubles que las del K, pero mas que las del Ca.
Dependiendo del desplazamiento del equilibrio entre estos tres nutrientes, el
contenido de Mg puede incrementarse con la edad de la planta, como en el caso
del Ca foliar, o decrecer como el K (Marcelle, 1995). Esto explicaria la disparidad
de comportamiento de este elemento en los periodos de estudio. En los dos
primeros afios, al igual que en las observaciones recogidas por Gagnard (1987), su
concentracion aumenta, especialmente a partir de los 120 DTPF, pero en 1999, de
acuerdo con los resultados de Nurzynski et al. (1990), desciende en una

proporcion similar a la del aumento observado en los afios anteriores.

43.1.2. Calcio

Durante los tres afios del estudio, la evolucion del calcio en la hoja sigui6 la
misma tendencia, aumentando su concentracion a medida que el fruto iba ganando
peso (Figura 31jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Excepto en

la ultima fecha de muestreo (157 DTPF) su porcentaje sobre materia seca se
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encuentra siempre por debajo de 1,4 - promedio de los valores considerados
adecuados por Gagnard (1987) -. Como puede observarse, este comportamiento es
el opuesto al que siguen el resto de los elementos estudiados hasta el momento.
Las plantas absorben el calcio tinicamente en forma i6nica y es transportado hacia
la parte aérea por el flujo de transpiracion a través del xilema. A diferencia de K"
y Mg*", iones que, como el nitrégeno y los compuestos de fosforo, son facilmente
transportados en el floema (Tagliavini et al., 2000); el calcio, se transporta
exclusivamente a través de los vasos del xilema (Bergmann 1992), bien en forma
i6nica o acomplejado con los 4cidos malico o citrico (Vang-Peterson, 1980). Asi,
se acumula en los 6rganos de forma estable e irreversible, a medida que estos
envejecen, como en el caso de las hojas cuya concentracion aparece reflejada en la

Figura 31;Error! No se encuentra el origen de la referencia..
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Figura 31: Evolucién de calcio (% de materia seca) en hoja
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43.1.3. Micronutrientes

En la Figura 32;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se
muestra la evolucion de la concentracion foliar de los cuatro microelementos

estudiados durante los tres afios del estudio.

En general, el contenido de hierro en las plantas varia considerablemente. Se
pueden estimar como normales contenidos en hoja entre 60 y 300 ppm, mientras que
en plantas deficientes pueden oscilar entre 10 y 30 ppm. El contenido de hierro total
dice muy poco acerca del estatus nutricional de la planta, ya que los niveles en casos
de deficiencia, pueden ser iguales e incluso superiores a los de plantas normales
(Monge et al., 1991). En nuestro experimento, la concentracion de hierro presente
en la hoja, se mantiene estable durante la mayor parte de la estacion. Sin embargo,
alrededor de los 120 dias tras plena floracion esta concentracion aumenta, de
forma muy acusada en 1998, pero también se observa en el resto de afios. Por otra
parte, segiin el promedio de los valores de referencia recogidos por Gagnard (75-
105 DTPF), la concentracion foliar de hierro se encuentra por debajo del normal.
Sin embargo, no se apreciaron sintomas visuales de deficiencia en las hojas,
debido a que los rangos de concentracion descritos como normales para el hierro
(entre 60 y 240 ppm) y, como se vera mas adelante, también para el resto de
micronutrientes, son muy amplios, y todos los valores representados en la figura

se sittian por encima del minimo.

En el tejido foliar, el manganeso estd asociado funcionalmente con proteinas
del aparato responsable de la lisis del agua y por lo tanto es indispensable para que se
genere el flujo electronico fotosintético. También existen datos que parecen indicar
papeles adicionales del manganeso en otras proteinas extracloroplasticas como la
manganeso-superoxido dismutasa de los peroxisomas (Monge y Val, 1990). Hasta
aproximadamente los 120 DTPF, y exceptuando los dos primeros muestreos del
afio 1998, la contraccion foliar de manganeso se sitia por debajo del rango

descrito como normal (25-120 ppm). A partir de julio de 1997 y 1998, esta
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concentracion aumenta espectacularmente, hecho que no se repite en el Gltimo afio
del experimento. Si se observa con atencidn, en el Gltimo punto de muestreo, que
coincide con la recoleccidn, la concentracion de Mn disminuye con el transcurso
de los tres afos. Esto podria indicar un agotamiento del suelo en este nutriente. De
hecho, en los dos ultimos afios (2000-2001), se comenzaron a observar claros
sintomas visuales que indicaban la deficiencia de este elemento en hoja. Como
ejemplo en la Figura 33jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
muestra una imagen tipica de la deficiencia, que fue tomada en agosto de 2001 en

arboles de la misma parcela del experimento.
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Figura 32: Evolucion de micronutrientes en hoja (mg kg™ de materia seca)

Cerca del 70% del cobre foliar estd contenido en los cloroplastos y de este

mas del 50% estd en forma de plastocianina. Interviene en un gran numero de
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enzimas, como activador o formando parte de ellas como grupo prostético. Al
igual que el hierro puede reducirse reversiblemente lo que le permite intervenir en
un gran numero de procesos redox (Val y Monge, 1990a). En la ;Error! No se
encuentra el origen de la referencia. se observa como el cobre presenta una
evolucion bastante irregular a lo largo de los tres ciclos de cultivo estudiados. Sin
embargo, se aprecia claramente una tendencia descendente conforme avanza la
estacion. En todos los casos, los valores se situaron dentro del rango normal, y no
pudieron apreciarse sintomas de deficiencia que se producirian por debajo de las 3
ppm en tejido foliar. La deficiencia de cobre en manzano se produce muy
raramente, ya que este elemento es un constituyente habitual de los numerosos
fitosanitarios que normalmente se aplican en las practicas culturales (Gagnard,

1987).

Figura 33. Hojas de manzano Golden Smoothee afectadas por
deficiencia de Mn. Finca El Cerradico, Quinto de Ebro,
Zaragoza

El sintoma que mejor caracteriza la deficiencia de cinc es el enanismo, la

hoja pequefia y la disposicion de las hojas en forma de '"roseta". Estas
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manifestaciones estdn relacionadas con alteraciones en el metabolismo del acido
Indol Acético (IAA); ya que el cinc interviene en la sintesis de triptofano,
precursor de las auxinas (Val y Monge, 1990b). Segin Gagnard (1987), el rango
de valores adecuados de cinc en hoja de manzano se situa entre 9-105 ppm de
materia seca. Sin embargo, segin Benton-Jones et al. (1991), el rango de
suficiencia para el manzano se sitia entre 20 y 100 ppm. Por debajo de estos
valores se producirian situaciones de escasez o incluso deficiencia. En nuestro
caso, la practica totalidad de valores registrados fueron inferiores a 20 ppm y, en
efecto, con cierta frecuencia pudieron apreciarse en el arbol formaciones foliares
en forma de roseta (Figura 34). La escasez en este microelemento, ya se puso de
manifiesto al realizar el diagndstico nutricional de la plantacion por el método

DOP (Tabla 9;Error! No se encuentra el origen de la referencia.).
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Figura 34. Hojas de manzano Golden Smoothee afectadas por deficiencia de Zn. Finca El
Cerradico, Quinto de Ebro, Zaragoza

Como resumen del contenido y comportamiento de los nutrientes en hoja,
durante los tres afos del experimento, podria destacarse que nitrégeno, potasio,
fosforo y cobre disminuyen su concentracion a lo largo de la estacion; mientras
que las de calcio, hierro y magnesio, aumentan. El comportamiento de cinc y
manganeso no sigue un patron tan definido como en los otros casos. Estos
resultados estan, en lineas generales, de acuerdo con los recogidos por Gagnard
(1987) de diversos autores. Estos comportamientos podrian explicarse en funcion
de la movilidad de los diversos nutrientes en los érganos. A medida que las hojas
envejecen acumulan Mg, Ca, S y otros elementos poco moviles, como el Fe,

mientras que los elementos mds facilmente traslocables, como N, P v,
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especialmente, K se redistribuyen hacia las hojas jovenes disminuyendo su

concentracion a medida que la planta madura (Gil, 1995).

4.3.2. Relaciones entre nutrientes

La relacion entre los distintos nutrientes es un parametro importante debido
a los efectos antagdnicos o sinérgicos que presentan ciertos elementos minerales.
Por su relacion con la calidad del fruto se ha descrito la importancia de considerar,
en hoja, las relaciones entre potasio, magnesio y calcio (Figura 35jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). Se ha seguido la evolucion de la relacion
entre el potasio y el calcio a lo largo del periodo de desarrollo, observandose
como en los tres afios la tendencia es similar, disminuyendo hasta llegar a valores
comprendidos entre 1 y 1,5 al final de la cosecha. Atendiendo a la relacion entre
potasio, magnesio y calcio, en la Figura 35;Error! No se encuentra el origen de
la referencia. se observa que la tendencia de esta relacion es similar a la anterior
aunque, como es logico al sumar la contribucion del magnesio, los valores son

algo mas altos.

Los resultados de Si6 et al., (1998), obtenidos en Lleida en el periodo
1995-97 relativos a los contenidos minerales en hoja de manzanos Golden y la
posterior incidencia de bitter pit en fruto, demuestran que el nivel de calcio en
hoja y las relaciones K/Ca y (K+Mg)/Ca son los mejores predictores de la
incidencia de esta fisiopatia. Los niveles de calcio en hoja se correlacionaron
negativamente con la incidencia de bitter pit y por el contrario los valores de las
relaciones K/Ca y (K+Mg)/Ca se relacionaron positivamente. Estos resultados
coinciden con los encontrados por Sharples (1980) para el calcio y también por
los descritos por Tomala et al. (1993). En el mismo trabajo de Sid, se afirma que
no se obtienen mejores correlaciones utilizando los contenidos minerales en fruto
con respecto a los foliares. Considerando que los andlisis foliares son

comunmente utilizados en el control del estado nutritivo de los manzanos y que
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ademas se dispone de los resultados con dos meses de antelacion a la recoleccion,
el empleo de los andlisis foliares en las condiciones donde se ha desarrollado la
experiencia, puede ser una herramienta no desdefiable en la prediccion del bitter
pit. Este tipo de relaciones entre los contenidos en hoja y bitter pit también ha sido

descrito por Tomala et al. (1993) con variedades distintas a la Golden.
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Figura 35: Evolucion de alguna de las relaciones de interés entre nutrientes foliares.
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4.3.3. Elementos minerales en Fruto

Numerosos los autores que han encontrado relaciones entre el contenido
mineral del fruto y la incidencia de bitter-pit (Shear, 1974, 1980; Sharples, 1980;
Terblanche, 1980; Bramlage, 1990). En un cultivo especializado como el
manzano, la calidad del producto, su aptitud para la conservacién y manejo son
mas importantes que el nivel de produccion que puede alcanzarse. En los ultimos
afos se ha trabajado, por una parte, en poner de manifiesto la relacion que tiene el
contenido mineral del fruto con estos aspectos y, por otro lado, en cémo
aprovechar esta informacion para programar el destino y utilizacion de la fruta
segun el resultado de los analisis. Asi, el analisis mineral de frutos es una
metodologia que puede ser utilizada para prever la capacidad de conservacion de
estos frutos durante su almacenamiento (Huguet, 1981), permitiendo programar,
de una manera racional, el llenado de las cdmara frigorificas que posteriormente
habran de ser abiertas de una forma escalonada segtin las necesidades del mercado

(Casero et al., 1990).

En los tres afios del experimento, al igual que en las hojas, el contenido
mineral en fruto no present6 diferencias significativas entre los tratamientos, para
un nivel de confianza del 95%, en ninguna de las fechas en las que se tomaron
muestras. Por lo tanto, los resultados de los analisis de nutrientes en fruto se

presentan como media de todos los arboles estudiados.

4.3.3.1. Macronutrientes

Durante el desarrollo del fruto, la pulpa de la manzana aumenta los
contenidos de todos los nutrientes. Se produce una entrada continuada de
elementos aunque la concentracion de los mismos disminuye con el tiempo
debido a que el crecimiento del fruto tiene lugar a mayor velocidad que la
acumulacion de nutrientes (Westwood, 1982). Graficamente, esto se traduce en un

descenso continuado de la concentracidon de los elementos conforme aumenta el
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valor de los dias tras la plena floracion (Figura 36;Error! No se encuentra el

origen de la referencia.).

Segun Shear y Faust (1980) la susceptibilidad a desordenes fisioldgicos
aumenta cuando el contenido de nitrégeno en fruto es alto. Estos frutos tienden a
ser grandes, blandos, desarrollan poco color, y son susceptibles a la abscision
prematura y a sufrir, entre otras fisiopatias, bitter-pit, plara, vitrescencia y
escaldado (Bramlage, 1993). La mayor parte de estas afecciones pueden estar
causadas indirectamente por la sobrealimentacion nitrogenada, al desarrollar los
arboles un exceso de vigor que puede reducir drasticamente la concentracion de
calcio en fruto por competicion con el crecimiento de otros o6rganos vegetativos.
Ademas, al aumentar el tamafio del fruto se produce un efecto de dilucion de los

nutrientes que contiene (Perring y Jackson, 1975).

En 1997 Unicamente se tomaron muestras de fruto para analisis mineral en
el momento de la recoleccion, que tuvo lugar a los 157 DTPF. En la ya descrita
Tabla 11;Error! No se encuentra el origen de la referencia., aparecen los
valores nutricionales correspondientes a dicho muestreo y en la Tabla 13;Error!
No se encuentra el origen de la referencia. se muestran las relaciones entre
nutrientes mas importantes para predecir la capacidad de almacenamiento de la

cosecha.

En la Figura 36;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se
observa el descenso de la concentracion de nitrogeno durante el desarrollo del
fruto. En el momento de la recoleccion los valores fueron muy altos en 1997
(0,51% ms; Tabla 11;Error! No se encuentra el origen de la referencia.), pero
en 1998 y 1999 disminuyeron hasta alcanzar practicamente el promedio de los
normales (0,39 y 0,32% ms respectivamente). Teniendo en cuenta los valores de
referencia expuestos en la Tabla 10;Error! No se encuentra el origen de la

referencia., pudieron apreciarse excesos de nitrogeno en 1997 y 1998, para

132



/éeéu/fm[od Yy :bidcudio'n

aproximarse al indice DOP 0 en 1999 (Tabla 12jError! No se encuentra el

origen de la referencia.).

Bajas concentraciones de foésforo en fruto pueden afectar negativamente la
calidad del fruto en forma de colapso por senescencia o por baja temperatura, pero

no esté claro que estos efectos puedan relacionarse con el calcio en fruto.

El fosforo en 1997 se encuentra en exceso, mientras que en 1998 y 1999 su
nivel se aproxima al valor de referencia nutricional (0,07 % m.s.). La tendencia
del fosforo en fruto es similar a la del nitrégeno, presentando un descenso a lo

largo del periodo de desarrollo del fruto.

Altas concentraciones de potasio en manzanas, hacen descender su
capacidad de almacenamiento. Ademas, los frutos con el potasio alto son mas
susceptibles a la plara, bitter-pit y al ataque de patogenos. Si bien, la mayor parte
de estos efectos pueden atribuirse a la interaccion entre K y Ca (Bramlage, 1993).
En nuestros experimentos, también se observa la tendencia, al igual que el resto
de los nutrientes, a disminuir conforme el fruto se va desarrollando. En nuestro
caso, no pudieron detectarse excesos de potasio en el momento de la cosecha
como lo indican los valores DOP de la Tabla 12;Error! No se encuentra el
origen de la referencia.. De esta forma, la alta incidencia de bitter-pit se produjo

en las tres campafias no puede atribuirse a un exceso de este elemento.
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Figura 36: Evolucién de macronutrientes (% de materia seca) en fruto

Muchos de los efectos del magnesio en la calidad del fruto se pueden
atribuir a su antagonismo con el potasio y, también, a que compite con calcio por
los lugares de fijacion durante su transporte (Marcelle, 1995). En nuestro caso,
ademads del, ya observado previamente, efecto de dilucion a lo largo de los dos
ciclos estudiados, los niveles de magnesio se encuentra en una concentracion muy

proxima a la del valor de referencia (0,035% m.s.) en el momento de la cosecha.
4.3.3.2. Calcio

El calcio es un elemento muy importante en la calidad de la manzana. Un
adecuado contenido en el fruto permite reducir la incidencia del bitter pit y de
otras fisiopatias. Un alto nivel también reduce la incidencia de enfermedades de
frigoconservacion y mejora su aptitud para la manipulacion y el transporte (Jarén

et al, 1994).
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Figura 37: Evolucién del calcio (% de materia seca) en fruto

En 1998, el calcio (Figura 37;Error! No se encuentra el origen de la

referencia.) al igual que el resto de macronutrientes desciende su concentracion a

medida que el fruto se va desarrollando hasta aproximadamente los 95 DTPF. A

partir de esa fecha y hasta el momento de la recoleccion del fruto, el contenido de

calcio varia poco. En los tres afios, el contenido de calcio en cosecha estd muy por

debajo de los niveles encontrados en manzanas con buena capacidad de

conservacion. Sin embargo, parece que la nutricion calcica mejora de afio en afio,

de forma que en 1999, se acerca al valor considerado como adecuado. En

cualquier caso, los porcentajes de incidencia de bitter-pit de esta parcela siguieron

siendo muy altos (>80%), no solo en los tres afios del estudio, sino también en la

campaiia de 2000.
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4333, Micronutrientes

Apenas existe informacion acerca de la influencia de los micronutrientes en
la fisiologia del fruto y menos aun en su calidad postcosecha. Unicamente
Marcelle (1995), refiere que encuentra aumentos de la concentracién de cinc en
fruto concomitantes con los de calcio. Sin embargo, sugiere la existencia de un
umbral a partir del cual posteriores aumentos de cinc inhiben la entrada de calcio

al fruto.

El mencionado autor también describe los beneficios de los tratamientos con
aspersiones de manganeso para la persistencia del color en manzanas verdes. En la
Figura 38;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se representa el
contenido en fruto de los cuatro micronutrientes estudiados. En los dos tltimos
anos, el hierro se encuentra en exceso sobre el optimo nutricional. En 1998 su
concentracion varia poco a lo largo de todo el desarrollo del fruto, pero en 1999 se
produce un crecimiento muy rapido para llegar a un nivel, en cosecha, por encima

del de referencia. Manganeso y cinc, siguen ambos la misma tendencia

disminuyendo su concentracion conforme avanza la estacion. Cobre se comporta
igual que los anteriores microelementos, pero en 1998, aproximadamente a los 95
DTPF se produce un espectacular aumento de concentraciéon que posiblemente

este relacionado con el uso de plaguicidas.
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Figura 38: Evolucidon de micronutrientes (% de materia seca) en fruto

4.3.3.4.

Relaciones entre nutrientes

La relacion entre los distintos nutrientes, como ya se ha dicho antes, es un

parametro importante debido a los efectos antagoénicos que algunos elementos

minerales presentan. De este modo, es interesante estudiar las relaciones entre

potasio, magnesio y calcio (Figura 39jError! No se encuentra el origen de la

referencia.)

La relacion K/Ca se ha utilizado profusamente como parametro de

prediccion de la calidad de almacenamiento de las manzanas. Se han encontrado

correlaciones positivas entre la relacion K/Ca en fruto con la incidencia de bitter

pit (Tomala, 1997; Si6 et al., 1998) y con otros desordenes fisiologicos y

patogénicos (Marcelle, 1995). La relacion entre el potasio y el calcio tiene gran
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importancia debido al antagonismo que existe entre estos dos elementos
minerales. El hecho de que se relacione la incidencia de bitter pit con los
contenidos minerales en fruto, se basa en el papel que juega el calcio en los
procesos bioquimicos que inducen la aparicion de esta fisiopatia (Si6 et al., 1998).
Al igual que en el caso de las hojas, el calcio presente en el fruto, en el momento
de la recoleccion, se correlaciona negativamente con el bitter pit durante el
almacenamiento (Ferguson y Watkins, 1989; Si6 et al., 2000), y las relaciones

K/Cay (K+Mg)/Ca se correlacionan positivamente (Nacthtigall y Freire, 1998).

La mayor parte de los efectos de magnesio en la calidad de la fruta pueden
explicarse de dos formas: el Mg es un antagonista de K y compite con Ca por los
sitios de union durante su transporte. En este sentido, las observaciones de
Marcelle (1995), demuestran el efecto perjudicial del magnesio en la capacidad de
almacenamiento de las manzanas. Asi, este autor encuentra que la firmeza del
fruto se correlaciona negativamente con el contenido de magnesio en fruto y
también con el de potasio. El estudio de los valores de la relacion (K+Mg)/Ca
proporciona informacién acerca del efecto conjunto del K y del Mg como

inhibidores de la acumulacion de calcio en el fruto.

En 1997, se obtuvieron valores muy altos debido a la baja concentracion de
calcio en fruto, indicando que estas manzanas no eran adecuadas para el
almacenamiento y que su susceptibilidad a desarrollar bitter pit era muy alta. Otra
de las relaciones estudiadas fue (K+Mg)/Ca, ya que tanto potasio como magnesio
impiden la acumulaciéon de calcio en el fruto (Marcelle, 1995) especialmente

cuando este ultimo es deficiente.
Tabla 13: Relaciones entre nutrientes de interés, en el fruto de la cosecha de 1997

K/Ca (K+Mg)/Ca Mg/Ca

67,82 £4,89 71,43 £5,14 3,52+0,27
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Si se observan lo graficos que se refieren al afio 1998, la tendencia de esta
relacion es la de aumentar a medida que el fruto se va desarrollando hasta los 95
DTPF momento en que empieza descender situdndose entorno a valores de 20 a
25, limite a partir del cual se considera que existe riesgo de bitter pit. El segundo
grafico relaciona potasio y magnesio con calcio, y en ¢l se comprueba la
existencia de la misma tendencia que en la relacion anterior ya que se suma la
contribucion del magnesio. En 1999 el primer valor del muestreo resulta ser el
mas alto de la serie, por lo que cabe suponer una tendencia similar a la del afio
anterior, si bien el tiempo al que se alcanza el valor maximo de esta relacion es
mas temprano que en el caso anterior. Quizds esto se deba a que en 1999 se
obtuvieron frutos mas pequefios que en los anos anteriores (Figura 26;Error! No
se encuentra el origen de la referencia.) y, ademads, la tasa de crecimiento
también fue mas baja (Tabla 6;Error! No se encuentra el origen de la
referencia.). Por lo tanto, el efecto de dilucion del calcio por aumento del tamafio

de fruto tendria menos importancia que en las estaciones anteriores.

433.5. Tasa de acumulacidn de nutrientes en fruto

Como se menciona en la introduccion (apartado 1.1.4.), desde Shear y Faust
(1971) y posteriormente Faust (1989), basandose en su propio trabajo y en el de
otros autores, se viene afirmando que la acumulacion de calcio se produce
principalmente en la primera fase del crecimiento del fruto. Es decir, durante las
primeras 4-6 semanas el fruto acumula el 90% del calcio que contendra al final
del proceso de desarrollo. En el periodo siguiente la concentracion de calcio se
diluye con el rapido crecimiento de la masa del fruto. Sin embargo, otros autores
como Tomala et al. (1989) describen un incremento continuo del calcio en los
frutos de las variedades Mclntosh y Spartan. Més recientemente Plisek (1995)
demuestra que el contenido de calcio por fruto aumenta de forma lineal en funcion

de la masa del fruto en el periodo comprendido entre junio y la recoleccion.
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Tomando como base la idea de este mismo autor, nos propusimos verificar,
en nuestras condiciones de trabajo, la posibilidad de establecer un modelo de la
incorporacion al fruto de macro y micronutrientes, haciendo especial énfasis en el

calcio.

En la Figura 40;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se
representa, para los afios 1998 y 1999, la cantidad de calcio en fruto (g fruto™) en
el eje de ordenadas y en el de abscisas la masa de cada fruto. Como se ha referido
repetidamente, el calcio es uno de los nutrientes mas importantes en la nutricion
de los frutales, su movilidad en el interior de la planta es muy limitada, y llega en

escasa proporcion a los frutos (Casero, 1995).
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Figura 40: Tasa de incorporacion de calcio al fruto en funcién de la masa del mismo

De ser cierta la teoria de Shear y Faust (1971), a partir de un cierto tamafio
de fruto, la cantidad de calcio deberia aproximarse a una constante, sin embargo,
en cualquiera de los dos afios se observa un incremento continuo de calcio a lo
largo de los ciclos de desarrollo. Asi, pueden relacionarse, mediante una regresion
lineal, la cantidad de calcio en cada fruto con su peso, indicando, la pendiente de
dicha recta, la tasa de asimilacion de este elemento en gramos de calcio por cada
gramo de aumento en materia seca. En los dos afios las correlaciones fueron

estadisticamente significativas y los coeficientes de correlacion fueron capaces de
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explicar el 83 y 95% de la variabilidad obtenida. Comparando dichas pendientes
puede establecerse que en 1999 la tasa de acumulacion de calcio fue casi el doble

que la del afo anterior

Una vez comprobado el aumento lineal del contenido de calcio en el fruto
en funcidn de la materia seca acumulada, se crey6 interesante aplicar este modelo
de estudio al resto de nutrientes. Aunque se ha descrito en el apartado 1.1.4. de la
Introduccién que la toma de alguno de los macronutrientes se realiza de forma
continuada a lo largo del periodo de desarrollo del fruto, hasta el momento no se
ha descrito detalladamente la incorporacion de dichos nutrientes a la masa del
fruto. Esto es especialmente cierto en el caso de los micronutrientes, de los que
apenas existe informacion, no ya de valores de referencia en fruto, como se ha
visto en otros apartados de este trabajo, sino de su papel en la fisiologia del fruto,

y menos aun de la incorporacion a sus estructuras.
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En las Figura 41;Error! No se encuentra el origen de la referencia. -
Figura 42jError! No se encuentra el origen de la referencia. se observa que
efectivamente, también pueden establecerse regresiones lineales para cada uno de
los macro y micronutrientes estudiados en los dos afios de recogida de datos. El
contenido mineral en el fruto aumenta linealmente de forma significativa (P<0,05)
en todos los casos a excepcion del cobre en 1999. Destacar que, en la Figura
41;Error! No se encuentra el origen de la referencia., la acumulacion de
manganeso en 1999 se produce de forma mas lenta y en una cantidad proxima a la
mitad que en 1998, en cambio el hierro presenta una ritmo de incorporacion
mayor en 1999. El resto de micronutrientes se acumulan a un ritmo similar en

ambos afios estudiados.

Tabla 14: Tasa de acumulacion de nutrientes en manzanas (mg g de materia
seca, para los macro, y pg g para los micronutrientes). Los datos
corresponden a dos ciclos de desarrollo (afios 1998 y 1999). Entre
paréntesis se muestran los coeficientes de correlacion de las rectas,

p<0.01
1998 1999
Macronutrientes
N 1,85 (0,692*%*) 2,34 (0,818*%*)
P 0,58 (0,953*%*) 0,56 (0,925%*%*)
K 7,09 (0,976*%*) 8,15 (0,971*%*)
Mg 0,35 (0,942*%*) 0,33 (0,926*%*)
Ca 0,26 (0,835*%*) 0,47 (0,894*%*)
Micronutrientes
Fe 24,2 (0,823%*%*) 47,2 (0,912%%*)
Mn 1,17 (0,750%*%*) 0,49 (0,457*)
Cu 4,29 (0,774%%*) 4,86 (0,954%*%*)
Zn 1,28 (0,855*%*) 0,96 (767**)

La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral). ** La correlacion es
significativa al nivel 0,01 (bilateral). El valor entre paréntesis corresponde al

coeficiente de correlacion de Pearson.
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En la Tabla 14jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
resumen los valores de las pendientes de las rectas representadas en las figuras
anteriores. A la vista de estos datos se deduce que, entre los macronutrientes, la
mayor tasa de acumulacion se produce en el caso del potasio. Esto no es extrafio,
si se tiene en cuenta que este elemento es el mas abundante en el citoplasma
celular, contribuyendo a mantener el potencial osmodtico de las células
(Marschner, 1995). Por lo tanto, es légico suponer que aumente en mayor
proporcion que el resto de los elementos a medida que se incrementa el volumen
del fruto. Respecto al resto de macronutrientes, solamente mencionar que el
nitrogeno se acumula en mayor proporcion que el fosforo y este ultimo en mayor

grado que calcio y magnesio.

En el caso de los micronutrientes, la mayor acumulacion se produce en el
caso del hierro, elemento esencial en la respiracion y la fotosintesis al formar
parte de la ferredoxina y clorofila. Manganeso, cobre y zinc presentan valores

apreciablemente inferiores.
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4.4. Analisis floral

El andlisis foliar permite obtener los conocimientos basicos sobre el
crecimiento, produccion y cualidades de arboles frutales en diferentes suelos y
condiciones climaticas. La fertilidad del suelo puede ser evaluada a través del
analisis quimico del suelo o de manera mas directa usando el cultivo para
determinar el contenido nutricional de la planta o su produccion. La extraccion de
nutrientes por las plantas representa en si, el método mas directo y concreto del
analisis nutricional del suelo y se asume que, la composicion quimica de la planta
refleja en forma directa el estado nutricional del suelo. Sin embargo, se debe
destacar que el analisis foliar es apenas una de las herramientas empleadas para
determinar el mejor rendimiento de los cultivos y como tal debe complementar
otros métodos y no reemplazarlos. Esta metodologia, que estd apoyada por
numerosas investigaciones, se basa en que la cantidad y calidad de nutricién en
planta puede determinarse analizando el contenido de nutrientes en las hojas. La
técnica del analisis foliar es de mayor utilidad en los cultivos perennes que en los
anuales debido a que estos ultimos dificilmente podrian ser hechos con suficiente
antelacion como para realizar las correcciones pertinentes en el ciclo actual del
cultivo, mientras que en plantas perennes como los arboles frutales, puede ser
usado para corregir los problemas encontrados. Sin embargo, en la practica, el
diagnostico foliar en cultivos perennes también tiene como inconveniente la fecha
de muestreo. Asi, Aldrich (1973) resumi6 el problema de interpretar el andlisis
foliar con una frase: “plant analysis is usually postmortem” y Bergmann (1992)
indicé que una posible mejora en la calidad y cantidad de la produccion por efecto
de la fertilizacion durante la fase de crecimiento, solamente seria efectiva de

aplicarse en el momento preciso.

El muestreo foliar de los manzanos, normalmente se realiza 75-105 dias tras

plena floracién, que coincide con la segunda quincena de julio en el hemisferio
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norte. En estas fechas, es muy dificil modificar el estatus nutricional o corregir los
posibles desequilibrios nutricionales. Previas investigaciones en melocotonero han
permitido realizar el muestreo foliar 60 dias tras plena floracion (Sanz et al.,
1991;1992) e incluso llevar a cabo un muestreo continuo durante toda la etapa de
crecimiento (Sanz y Montafiés, 1993). Otros investigadores han recomendado el
uso de modelos matematicos para avanzar la fecha de diagnostico foliar en
melocotonero (Leece y Gilmour, 1974), pero, aun asi, el diagnostico foliar,
generalmente es muy tardio y su interpretacion compleja debido a que la
composicion de las hojas estd dindmicamente influenciada por procesos de
envejecimiento, asi como por las interacciones entre la planta y su entorno que

afectan a la absorcion y distribucion de nutrientes (Wallworth y Summer, 1987).

Las flores son d6rganos con un periodo de vida corto, que estdn menos
expuestas que las hojas y los frutos a los cambios metabolicos y a las practicas
culturales. Por lo tanto, de ser viable y considerando que el fruto es el resultado de
la maduracion del ovario de la flor, el analisis floral permitiria el diagnostico
temprano o prognosis de desordenes nutricionales antes, incluso de que los

sintomas fueran visibles.

En los ultimos afios, en el Departamento de Nutricion Vegetal de la Estacion
Experimental de Aula Dei, se han desarrollado una serie de técnicas basadas en el
analisis floral con el objetivo de pronosticar la deficiencia de hierro en
melocotonero y manzano (Sanz et al. 1995; Sanz et al. 1997; Sanz et al. 1998);
para realizar el diagndstico nutricional en cerezo, melocotonero y peral (Sanz et
al. 1994; Sanz y Montafiés 1995; Betran et al. 1997; Montanés Millan et al. 1997),
e incluso se ha intentando relacionar la clorosis férrica con el bitter pit (Sanz y

Machin 1999).
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4.4.1. Diferenciacion varietal

Dentro de una misma especie, la eficacia en la utilizacion de nutrientes varia
entre lineas y cultivares (Marschner, 1995). En frutales, y mas concretamente en
manzano, se han descrito diferencias en los contenidos de nutrientes en hojas y
frutos en funcion de la variedad (Marecelle, 1995; Sadowski et al., 1995), y
también en la susceptibilidad al bitter-pit (Monge et al., 1995; Bergmann, 1993).

Al no disponer de informacion acerca de los contenidos minerales de las
flores del manzano se pensoé iniciar la caracterizacion nutricional de las mismas
analizando las flores de cuatro variedades de manzano injertadas sobre M.9
pertenecientes a la coleccion de Aula Dei: Reineta, Verde Doncella, Red

Delicious y Golden Smoothee.

Los datos han sido ordenados en dos grupos, separando los macro de los
micronutrientes, y se ha realizado un analisis de varianza. En la Tabla 15;Error!
No se encuentra el origen de la referencia. se observa que para todos los
nutrientes, a excepcion del fosforo, existen diferencias significativas para un nivel
de confianza del 95%, por lo que se realizé un test de separacion de medias (Test
Duncan). El contenido mineral de la flor difiere entre variedades especialmente en
el caso del calcio, cuya concentracion varia para cada una de los cuatro cultivares
analizados, encontrandose el valor minimo en Golden Smoothee. En cuanto a los
microelementos todos presentan diferencias significativas (p<0,05) y, al igual que
ocurria con los macronutrientes, nuevamente la variedad Golden Smoothee,
exceptuando el cobre, es la que presenta los valores mas bajos especialmente para

el Cinc.
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Tabla 15: Composicidn nutricional de las flores de cuatro variedades distintas.

Reineta Verde Doncella Red Delicious Golden Smoothee

Macronutrientes (% materia seca)

N 3,11a 2,270 333 a 3,14a

P 0,43 a 042a 0,43 a 0,43 a
Ca 0,80 a 0,70 b 0,48 ¢ 0,35d
Mg 0,28 a 0,33 b 0,35¢ 0,28 a
K 1,95 ab 2,18 ¢ 2,05 be 1,82 a

Micronutrientes (ppm)

Fe 173,7b 115,6 a 101,5a 90,8 a
Mn 21,7b 19,7 ab 252¢ 17,5a
Cu 63,6 b 58,8 b 29,5a 31,2a
Zn 413 ¢ 26,0 a 35,6 b 6,3 ¢

Los valores en la misma fila seguidos de la misma letra no son significativamente distintos
a p<0,05 segun el test de separacion de medias de Duncan.

Estos resultados son interesantes, puesto que en la variedad Golden Smothee
del banco de germoplasma de manzano de la EEAD manifiesta todos los afios
distintos porcentajes de incidencia de bitter-pit, y en las otras tres variedades,
segin las observaciones del personal técnico del Departamento de Pomologia,

apenas se registran frutos con esta fisiopatia.

4.4.2. Estudio segun el tipo de flor

En manzano las flores se agrupan en inflorescencias formadas por una flor central
Reina (la primera en abrir) y las que le circundan que denominaremos No Reina
para diferenciarlas de la anterior. Se realiz6 un andlisis de ambos tipos de flor de
la variedad Golden Smoothee en dos fincas distintas, una de las cuales es la
referida “El Cerradico” de Quinto de Ebro y la otra, “San Miguel”, también del
grupo ALM, ubicada en la localidad de Alfamén (40 km al sudoeste de la ciudad
de Zaragoza).

Tabla 16: Composicién nutricional de flores reina y no-reina en dos localidades.

Tipo flor

Reina No Reina Significacion
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Macronutrientes (% materia seca)

N 3,28 2,71 -
P 0,46 0,43 Rk
K 1,77 1,82 n.s.
Ca 0,51 0,38 ok
Mg 0,31 0,29 *
Micronutrientes (ppm)
Fe 249,2 200,8 n.s
Mn 26,2 22,8 *
Cu 45,1 44 4 n.s.
Zn 454 39,1 oAk
Localizacion
Quinto de Ebro Alfamén Significacion
Macronutrientes (% materia seca)
N 3,24 2,75 oAk
P 0,45 0,44 n.s.
K 1,98 1,61 ok
Ca 0,44 0,46 n.s.
Mg 0,33 0,27 ok
Micronutrientes (ppm)
Fe 100,5 349.,6 otk
Mn 20,3 28,7 otk
Cu 39,3 50,2 *
Zn 47,3 37,3 ok

*** P <0,001 altamente significativo; ** P < 0.01 muy significativo; * P < 0,05 significativo; n.s.

no significativo.

El anédlisis de varianza del modelo experimental indica que no existe
interaccion entre el tipo de flor y su localizacion para un nivel de confianza del

95%, sin embargo, en los factores se encuentran diferencias significativas.

En la Tabla 16jError! No se encuentra el origen de la referencia. se

observa que, segun el tipo de flor, las concentraciones de nitrogeno y fosforo
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varian muy significativamente, aunque en el caso del fosforo la diferencia entre
las medias no es muy grande. El contenido en potasio, por unidad de peso seco, no
difiere significativamente, pero la diferencia entre las medias de calcio y

magnesio difieren para valores de p<0,01 y 0,05 respectivamente.

Entre los micronutrientes, hierro y cobre no presentan diferencias entre
ambas clases de flor, en cambio manganeso y, especialmente, cinc difieren
significativamente. El hierro es el microelemento mayoritario, siendo su

concentracion, al menos, un orden de magnitud mayor que el resto.

A pesar del dispar comportamiento que presentan los elementos, todos
ellos estdn mas concentrados, a excepcion del potasio, en la flor reina. De los
macronutrientes, el elemento mayoritario en las flores es el nitrégeno, seguido del
potasio, mientras que los otros tres elementos presentan concentraciones similares

pero siempre menores a los dos anteriores.

También se han encontrado diferencias significativas, segiin el ambiente
de origen de las flores. Entre los macronutrientes, nitrégeno, potasio y magnesio
presentan una significaciéon muy alta que contrasta con calcio y fésforo a los que
no les afecta la localizacion de la plantacion. Para los microelementos,
observamos que todos difieren significativamente, y destaca que el contenido de
hierro en las flores muestreadas en Quinto de Ebro es mucho menor que el de las

muestreadas en Alfamén.

4.4.3. Composicion de las flores en distintos afios

Se muestrearon durante dos afios consecutivos flores de la variedad Golden
Smoothee en una misma finca y se observo, a través del andlisis de varianza, que
los nutrientes: calcio, potasio magnesio, hierro, manganeso y cinc mostraban

diferencias significativas de un afio a otro para un nivel de confianza del 95%.
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Los resultados de la Tabla 17jError! No se encuentra el origen de la
referencia. muestran que nitrogeno y fosforo son los elementos menos sujetos a
variaciones temporales y, en cambio, el calcio es el nutriente que presenta una
mayor desviacion entre los macroelementos. En otras lefiosas, también se ha
encontrado que, en tejido floral, nitrégeno y fosforo son los elementos menos
sujetos a influencia medioambientales. Asi, Sanz et al., (1995) al hacer una
prospeccion en 100 parcelas de melocotonero, encontraron los menores

coeficientes de variacion para nitrégeno, fésforo y magnesio.

Tabla 17: Comparacion del contenido de nutrientes en flor
durante dos afios consecutivos. Las medias aparecen
seguidas del error tipico

1998 1999
Macronutrientes (% materia seca)
N 3,14+ 0,07 3,14+ 0,05
P 0,40 £0,01 0,43 +£0,00
Ca 0,54 + 0,01 0,35+ 0,01
Mg 0,23 £0,01 0,28 +£0,00
K 2,20+ 0,04 1,82 +0,07
Micronutrientes (ppm)
Fe 139,3+438 90,8 £4,9
Mn 26,6 + 0,6 17,5+0,9
Cu 26,6 + 1,2 31,3+ 1,8
Zn 37,0+ 1,3 6,3+0,8

4.4.4. Flor como punto de inicio en hoja y fruto

Hasta el momento solo se han descrito correlaciones entre los contenidos de
nutrientes en flor con los correspondientes en hoja a los 60 dias tras la plena
floracion (Sanz et al., 1995). Sin embargo, no se ha planteado relacionar los
resultados del andlisis floral con los de fruto y hoja. Asi, en este apartado se
pretende comprobar la adecuacion del dato floral como punto de inicio de la

evolucion de nutrientes en hoja o en fruto. Cabe esperar que las mejores
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relaciones se encuentren con el fruto ya que la flor es su origen, pero a este

respecto no se han encontrado referencias bibliogréaficas que lo respalden.
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Figura 43: Evolucion de macro y micronutrientes en fruto durante dos afios consecutivos
tomando como punto de inicio el dato de andlisis floral

En la Figura 43jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
representa la evolucion de los macro y micronutrientes, en fruto, durante dos afos
consecutivos (datos ya mostrados en apartados anteriores). La novedad de estas
figuras consiste en que el punto inicial de cada serie evolutiva de datos es el
correspondiente a la concentracion en flor de cada nutriente. Se observa que, a

principios de la estacion, la flor contiene una concentracion elevada de todos los
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elementos y conforme el fruto va ganando peso esta se diluye. Segln la forma de
estas graficas parece coherente considerar que la evolucion de los macronutrientes

sigue ecuaciones cinéticas logaritmicas o inverso de X.
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Figura 44: Evolucién de macro y micronutrientes en hoja durante dos afios consecutivos tomando
como punto de inicio el dato de analisis floral

En la Figura 44iError! No se encuentra el origen de la referencia. se ha
representado la evolucion de los macro y micronutrientes en hoja durante dos afos
consecutivos tomando como primer punto de la evolucion el andlisis de nutrientes

en flor. Se puede apreciar que todos los elementos analizados en flor se
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encuentran en unos rangos similares a los encontrados en hoja, lo cual justifica los
resultados encontrados por Sanz et al., (1995) para melocotonero.

4.4.5. Comparacion de las pendientes de las rectas de tasa de acumulacion
con y sin flores.

En el apartado 4.3.3.5 de esta misma secciéon se definia la tasa de
acumulacion de fruto como la acumulacién de un determinado nutriente en el
fruto en funcion de su peso seco. En las Figura 41;Error! No se encuentra el
origen de la referencia. - Figura 42jError! No se encuentra el origen de la
referencia. se observaba como el contenido de elementos minerales aumenta de
forma lineal y significativa con el peso del mismo durante el periodo de

crecimiento.

Para confirmar la coherencia de integrar los datos de flor en la evolucion de
los nutrientes en fruto, se recalcularon las tasas de acumulacion incluyendo los
datos de flor. La Tabla 18jError! No se encuentra el origen de la referencia.
muestra los valores de la pendientes asi como de los coeficientes de regresion

obtenidos en los correspondientes ajustes de regresion lineal.

Tabla 18: Comparacion de las tasas de acumulacion de nutrientes considerando o no los
datos de flor.

1998 1999

Sin dato flor Con dato flor Sin dato flor Con dato flor
Macronutrientes (mg/fruto)

N 1,85 (0,692**) 2,0 (0,798**) 2,34 (0,818**) 2,6 (0,685**)

P 0,58 (0,953**) 0,6 (0,957**) 0,56 (0,925**) 0,6 (0.946*%*)

K 7,09 (0,976**) 7,2 (0,976**) 8,15 (0,971*%*) 8,3 (0,973*%*)

Mg 0,35 (0,942%*) 0,4 (0,959*%) 0,33 (0,926**) 0,4 (0,923*%*)

Ca 0,26 (0,835*%*) 0,3 (0,862%%*) 0,47 (0,894**) 0,4 (0,821%%)

Micronutrientes (ug/fruto)

Fe 24,2 (0,823*%*) 24,3 (0,864**) 47,2 (0,912%%) 44,4 (0,923**)

Mn 1,17 (0,750%*%) 1,25 (0,769%**) 0,49 (0,457%) 0,82 (0,650%**)

Cu 4,29 (0,774%%) 4,41 (0,790%%*) 4,86 (0,954*%*) 5,04 (0,967*%*)
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Zn 1,28 (0,855**) 1,34 (0,866**) 0,96 (767**) 1,41 (0.820**)

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral). ** La correlacion es significativa al
nivel 0,01 (bilateral). El valor entre paréntesis es el coeficiente de correlacion de Pearson.

En ambos afos se observa que, excepto en el caso del nitrogeno, la
acumulacion de macronutrientes calculada es ligeramente menor cuando se
introduce el dato procedente del analisis floral, pero los coeficientes de regresion
que se han obtenido son muy similares para ambos afios y se mantiene el mismo
orden de acumulacion. Los valores obtenidos para los micronutrientes difieren

menos que en el caso anterior.

En este apartado se ofrece una demostracion adicional de la falta de
consistencia de la teoria tradicional acerca de la asimilacion de calcio por el fruto.
En este caso solo se representan los promedios de concentracion en fruto y de
cantidad por fruto en cada una de las fechas de muestreo de 1998 (Figura
45iError! No se encuentra el origen de la referencia.). Se utilizan, como
ejemplo, los datos de este afio puesto que es la temporada de la que se dispone de
mayor numero de datos y, por tanto, mas representativa. La seccion izquierda de
esta figura representa la evolucion de los referidos pardmetros en funcion de los
dias transcurridos tras la plena floracion. En la parte superior se observa el brusco
descenso de la concentracion de calcio en fruto desde la flor hasta
aproximadamente los 70 DTPF. A partir de este punto, continiia la pérdida de
concentracion pero a un ritmo mucho mas moderado. Sin embargo, en la parte
inferior se aprecia como la cantidad de calcio en fruto aumenta progresivamente.
Es interesante advertir que la forma en S de esta figura rememora la tipica
sigmoidea de crecimiento de la masa del fruto (Figura 26;Error! No se
encuentra el origen de la referencia.). En la parte derecha de la referida Figura
45iError! No se encuentra el origen de la referencia., se expresan ambos
parametros en funcion del peso seco del fruto. En este caso el descenso brusco de
concentracion se produce desde la flor hasta el primer muestreo de frutos y el

descenso posterior, aunque continuado es menos pronunciado. En la parte inferior,
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la relacion lineal que se aprecio al trabajar con los datos brutos (Figura 40;Error!
No se encuentra el origen de la referencia.), se precisa aqui en una forma
hiperbdlica con una posible asintota todavia alejada del rango representado en la

grafica.

Desde nuestro punto de vista, queda suficientemente demostrado que el
calcio se acumula en el fruto con una tasa practicamente constante a lo largo de su
desarrollo. De esta forma se rebate la teoria tradicional expuesta en textos de
nutricion vegetal (como ejemplo vease Bergman, 1992). El estudio detallado de la
cinética de asimilacion de calcio y otros nutrientes al fruto, merece una

investigacion mas profunda.
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Figura 45. Evolucion del contenido en calcio por unidad de peso seco (A) y por fruto (B), en
funcion de los dias tras la plena floracion o del peso seco del fruto.
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4.5. Deteccion visual de calcio en manzana

Mediante el método de Deteccion precoz del Bitter-pit, explicado con
anterioridad en el apartado de Material y Métodos, que permite revelar de forma
visual la distribucion de calcio en superficies de fruto; se demostrd que se produce
una acumulacion de dicho elemento en las areas afectadas por la fisiopatia, tal y
como se muestra en la Figura 46;Error! No se encuentra el origen de la
referencia.. En estas imagenes se puede observar una coloracidon roja intensa,
impresa en el papel de filtro, correspondiente a las zonas afectadas por bitter-pit,
que aparece al realizar el corte en la manzana. En cambio, el tejido circundante a
estas 4reas, manifiesta una coloracion menos intensa, que indica un menor

contenido de calcio alrededor de las manchas.

Si se comparan estos cortes con las tinciones realizadas en manzanas que no
presentan ningun indicio de estar afectadas por la fisiopatia (Figura 47;Error! No
se encuentra el origen de la referencia.), se pueden apreciar mayores cantidades
de calcio en sus tejidos y una distribucion mas homogénea en toda la superficie de

los cortes transversales y longitudinales.

Estos resultados discrepan de la teoria, generalmente aceptada, que propone
que el bitter-pit es el resultado de una deficiencia localizada de calcio en el fruto
(Wooldridge, 2000; Tomala, 1997, Ferguson, et al., 1989). La observacion
detallada de la Figura 46;Error! No se encuentra el origen de la referencia. y
de la Figura 47;Error! No se encuentra el origen de la referencia., abre una
serie de cuestiones a las que se ha pretendido dar respuesta en el desarrollo del
presente trabajo. En primer lugar sorprende que la pulpa del fruto afectado,
efectivamente muestre una coloracion mas tenue que la del sano, excepto en la
zona de las manchas. Esto indica que la deficiencia localizada de calcio en una

zona del fruto no provoca la aparicion del bitter-pit, sino que, aparentemente, se
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produce el proceso contrario, las zonas afectadas detraen de su entorno todo el

calcio posible y lo acumulan, en forma soluble o insoluble.
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Figura 46: Tincidn especifica de calcio en distintas superficies de una manzana afectada
por bitter-pit. En la parte superior se observa el aspecto externo del fruto y,
en las inferiores, cortes transversales y longitudinal.
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Figura 47: Tincion especifica de calcio en distintas superficies de una manzana sana. En la parte
superior se observa el aspecto externo del fruto y, en las inferiores, cortes
transversales y longitudinales.

4.6. Caracterizacion quimica de las zonas afectadas por bitter-pit

Dentro de ciertos limites existe una proporcion directa entre las
concentraciones de un elemento en el suelo y en la savia de las plantas. Una planta
bien nutrida debera tener unos contenidos de elementos apropiados en sus tejidos,
por otra parte, una planta deficiente en algun elemento, debera tener al mismo en

menor proporcion (Valenzuela et al., 1993).

Las células vegetales estan envueltas en una membrana plasmatica que
encierra una sustancia rica en agua llamada citoplasma, que engloba las
estructuras especializadas y organulos, y comprende todo el volumen de la célula,
salvo el nucleo. La savia y vacuola reflejan fielmente las condiciones metabolicas
que existen en el momento de la toma de muestras y de hecho presentan
variaciones importantes de composicion quimica. Esta variabilidad no serd un
obstaculo si se separa la parte relativa a la absorcion, de la parte relativa a la
organizacion. Es evidente que un elemento absorbido en cantidad equivalente a
las necesidades de la planta puede no estar presente en savia mas que en formas de
trazas, mientras otro que entra en la planta con un ritmo superior a su utilizacion,

se acumulara en la vacuola. Esto hace dificil el estudio de las deficiencias en la
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alimentacion y pone en evidencia la deficiencia o exceso de cualquier elemento.
La diferencia de composicién quimica entre ellos, se debe también a las distintas
condiciones de paso de los iones minerales a través de las paredes celulares

(Marigo et al., 1968).

El estudio de los nutrientes solubles es antiguo (Oserkowky, 1932) pero
dicha linea de interpretacion continia actualmente. El empleo del material seco
permite el estudio de los nutrientes incluyendo el porcentaje que se acumula como

reserva o en el que esta vias de integracion (transporte).

Diversos investigadores creen que los métodos analiticos usados con
fracciones solubles son mas faciles de usar, principalmente porque se evita la
conversion a cenizas del material vegetal. Habitualmente lo que se determina en el
analisis de plantas es el contenido total de un nutriente por unidad de materia seca,
es decir, digestion 4cida o por via seca. La determinacion de una fraccion del
contenido, por ejemplo, la que es soluble en agua o en acidos diluidos o agentes
quelantes, a veces proporciona una indicacion mas precisa del estado nutricional
de la planta. Esto ha sido demostrado para el Zn, donde la fraccion soluble en

agua refleja su estatus nutricional mejor que la total (Rahini y Schoropp, 1984).

Asi pues, si se realiza una extraccion con agua en muestras de manzana, se
obtendran dos fracciones, por una parte la fase soluble en la que permaneceran en
solucion los iones y moléculas citoplasmaticos, incluyendo el contenido de la
vacuola; y por otra, la fase insoluble que contendra los iones y compuestos unidos

fuertemente a las estructuras celulares.

La electroforesis capilar es un método instrumental que permite el analisis
de especies cationicas y anionicas en solucion. La razéon fundamental que nos ha
llevado a utilizarla para el desarrollo de este trabajo ha sido la posibilidad de
trabajar con pequefios volumenes de solucidn, caracteristica especialmente 1til

cuando la cantidad de muestra, por la dificultad de su obtencidon, es pequena.
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Ademas, los limites de detecciéon que ofrece esta técnica son adecuados para

realizar las determinaciones necesarias en este trabajo.

La identificacion de las especies catidnicas y anidnicas se realizd por
comparacion de los tiempos de retencion de patrones puros con los de los picos
que aparecen en la muestra real. Posteriormente se elabordé un patrén complejo
conteniendo todas las especies de interés para comprobar si el desplazamiento de
compuestos a través de la columna electroforética se modificaba cuando existe
mas de una especie en solucion. En efecto, se producian pequefias modificaciones
en los tiempos de migracion cuando se trabajaba con patrones complejos. Para
soslayar este inconveniente se procedié a la adicion, en cada uno de los picos de la
muestra real, una cantidad conocida del patron correspondiente. De esta forma, se
identificaron inequivocamente los compuestos anidnicos y los cationes presentes
en la fase que resulta tras la extraccion de los tejidos en agua (Figura 48jError!

No se encuentra el origen de la referencia.).
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Figura 48: Electroferogramas de aniones y cationes en un extracto acuoso de manzana. En las
gréficas se muestra la identificacion de los elementos o moléculas mayoritarios.

Faust y Shear (1968) demostraron que algunos desordenes fisiologicos,
como el bitter pit, estdn asociados con variaciones en el contenido de diversos
elementos minerales. En este sentido Chamel y Bossy (1981) trabajando con
distintas variedades de manzana y utilizando sonda de rayos-X en microscopia

2+ 2-
S

/4 . . —+
electronica, concluyeron que el contenido en Mg®", Ca’™ vy era

significativamente mayor en los tejidos con bitter pit que en los sanos.

Se pretende determinar la composicion de especies anionicas como el
fosfato y acidos carboxilicos, y catidnicas en las zonas afectadas por bitter pit,
comparando estos resultados con los obtenidos de zonas sanas de una manzana

afectada y con tejidos de manzanas libres de la fisiopatia.
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4.6.1. Composicion anionica

Se realizd un andlisis por zonas de una manzana con bitter pit, separando
quirurgicamente las areas afectadas. También se tomaron muestras de las partes
sanas de esa misma manzana, y como referencia se analizd la pulpa de una

manzana sin sintomas de la fisiopatia.
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Figura 49: Electroferogramas de aniones de tres tipos de tejidos de manzana: bitter-pit,
zona sana adyacente, y pulpa de manzanas sanas.

Tras la extraccion en agua, como se describe en el apartado 3.4, se

realizaron los correspondientes analisis por Electroforesis Capilar.
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Figura 50: Composicion aniénica de tres tipos de tejidos de manzana: bitter-pit, zona sana
adyacente, y pulpa de manzanas sanas. Los datos son el promedio de 10
experimentos =+ el error tipico.

En la Figura 49 se muestran como ejemplo, los tres tipos de
electroferogramas obtenidos. Del estudio inicial de estos resultados cabe destacar
que en la zona de bitter pit de una manzana afectada se produce la acumulacion de
determinados aniones, en concreto, fosfato y citrato aumentan su concentracion en
el tejido afectado frente a la zona sana de esa misma manzana o al control. En
efecto, en la Figura 50jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
aprecia que el porcentaje de estos dos aniones, en base a peso seco, es
aproximadamente el doble en la zona afectada, que en la sana adyacente, mientras

que en la manzana sana se alcanzan valores intermedios entre los dos extremos.
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La concentracion de los acidos quinico y lactico, es similar en los tres tipos
de tejidos. El acido malico, aniéon mayoritario en las manzanas, disminuye su
concentracion en la zona sana de la manzana afectada para aumentar en la zona de
bitter pit y en el control. En estos dos ltimos casos, los valores son similares.
Segin Bangerth (1979), los acidos oxalico y citrico eliminan de forma activa el
calcio de las células de membrana y pared; bien por precipitacion formando
cristales de oxalato, o bien por quelacion formando citratos. Ademas Steenkamp y
Terblanche (1983) mantienen que, si el calcio se encuentra presente en suficiente
cantidad, puede neutralizar estos dos acidos organicos, desempeiiando un papel
protector en las células. Los resultados obtenidos estdn de acuerdo por los
descritos por Steenkamp y Terblanche (1983). Sin embargo, en nuestro caso, no
se han encontrado evidencias de la existencia de oxalato en fruto, incluso tras
haber realizado extracciones con los medios que utilizan estos autores (4cido

acético y HCl diluido).

4.6.2. Composicion cationica

Como en el caso de los aniones, en la Figura 51;Error! No se encuentra el
origen de la referencia., se representan los electroferogramas de cationes en los

tres tipos de tejidos mencionados en el apartado anterior.
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Figura 51: Electroferogramas de cationes de tres tejidos de manzana: bitter-pit,
zona sana adyacente, y pulpa de manzanas sanas.

En la Figura 52;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se
observa que la concentracion de calcio hidrosoluble es ligeramente mayor en las
zonas de bitter pit de manzanas afectadas que en la zona sana de la misma

manzana y que €n una sana.

En la misma figura, se aprecia que potasio y magnesio presentan el mismo

comportamiento que el calcio, acumuldndose mayoritariamente en la zona de
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. . ., + . .
bitter pit. Cabe destacar que la concentracién de Mg*" en la zona de bitter-pit se
acumula en una concentracion 7 veces mayor a la que se encuentra en la zona

adyacente O €1 una manzana Sana.
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Figura 52: Composicién en Ca?*, Mg®"y K* solubles en agua, de tres tejidos de manzana: bitter-
pit, zona sana adyacente, y pulpa de manzanas sanas. Los datos son el promedio de
10 experimentos independientes + error tipico.

La Figura 53;Error! No se encuentra el origen de la referencia.
representa el contenido insoluble en agua de los tres cationes, cabe destacar la
diferencia respecto al contenido soluble. En primer lugar se observa el
comportamiento inverso existente entre calcio y magnesio no soluble, en especial,
en la zona afectada por bitter pit. Sin embargo, el potasio sigue la misma

tendencia que en la figura anterior acumuldndose en la zona afectada por bitter pit.
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Seglin Steenkamp y Terblanche (1983) la mayoria del calcio en las
manzanas se encuentra en forma insoluble tanto en el tejido sano como en el de
bitter pit, concretamente el 69,7% en las zonas afectadas y el 57,9% en las sanas.
En cuanto al contenido en potasio y magnesio ocurre lo contrario, en ambos
tejidos, es mayor la parte soluble en agua que la insoluble. Los resultados
representados en la figura siguen un comportamiento similar al descrito por los

autores anteriormente citados.
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Figura 53: Composicién en Ca®", Mg**y K* insolubles en agua, de tres tejidos de manzana. Los
datos son el promedio de 10 experimentos independientes + error tipico.

Atendiendo a la contribucion global del calcio (Figura 54;Error! No se
encuentra el origen de la referencia.) se observa una diferencia en la forma
predominante en los distintos tejidos. Asi en la zona afectada por bitter pit
predomina el calcio insoluble, al igual que ocurre en la zona sana de esa misma

manzana. En cambio, en el fruto sano la proporcion entre las formas solubles e
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insolubles estan equilibradas. Considerando los valores absolutos de calcio
soluble e insoluble en los tres tejidos (Figura 52 - Figura 53), es de destacar que
las suma de las dos fracciones, tanto en la manzana sana como en el tejido
adyacente, no excede a la encontrada en el tejido afectado. Esto indica que la baja

concentracion de calcio en fruto, per se, no desencadena la patologia.

100% -

80% -

H Ca_soluble
60% - H Ca_insoluble

40% |

20% A

0% Ll Il
zona bitter pit Zoha sana manzana sana

Figura 54: Contribucion de cada una de las dos formas de Ca** (soluble e insoluble) al total de
su concentracion en los tres tejidos.

Asimismo, si consideramos la aportacion global de los cationes, en las
manchas de bitter pit no s6lo se acumula mayor concentraciéon de calcio sino
también de magnesio. De hecho el magnesio total encontrado en las lesiones es
casi 7 veces mayor que el del tejido circundante y el de la manzana sana. La
contribucién de la fase soluble al Mg®" total supone 94-84% en ambos tejidos del

fruto afectado, mientras que en el fruto sano disminuiria hasta un 77% (Figura

173



/é eau/é‘aaloé Y :Z)iacudia'n

55;Error! No se encuentra el origen de la referencia.). En este mismo sentido
Chamel y Bossi (1981), encontraron mayores concentraciones de Ca®>" y Mg*" en
las zonas de bitter pit y Burmeister y Dilley (1993) dan cuenta de una
interrelacion entre concentraciones bajas de Ca®" y altas de Mg®" en manzanas con
bitter pit. Como teoria podria apuntarse que el incremento de Mg alteraria la
delicada homeostasis del Ca*". También se ha sugerido que la actividad de la
polifenoloxidasa, responsable del oscurecimiento de las lesiones por bitter pit, se
potencia en presencia de sales de Mg”" (Hopfinger et al., 1984). En cualquier
caso, estos resultados justificarian los obtenidos por Retamales et al., (2000) que

consiguen inducir la aparicion de manchas similares al bitter pit infiltrando

MgClz
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Figura 55: Contribucién de cada una de las dos formas de Mg?®* (soluble e insoluble) al total de

zona bitter pit zona sana

su concentracion en los tres tejidos.
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manzana sana
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En cuanto al potasio, atendiendo a su contribucion global, cabe destacar que
en la zona afectada la forma insoluble constituye el 29% frente al 2-6% del resto,
aunque el potasio soluble es el elemento mayoritario en todos los tejidos
analizados (Figura 56;Error! No se encuentra el origen de la referencia.). Este
dato no es de extrafar, teniendo en cuenta que dicho cation es el mas abundante
en el citoplasma contribuyendo al mantenimiento del potencial osmético de las
células (Marschner, 1995). La elevada presencia de potasio en la zona afectada
por bitter pit (soluble e insoluble) podria deberse a la necesidad de neutralizar
aniones, como fosfato y citrato que también se acumulan en dicha zona (Figura

50;Error! No se encuentra el origen de la referencia.).

En contraste con el Mg”" y el Ca’, que tienen importantes funciones
estructurales, limitadas unicamente por su movilidad; el K" actiia, principalmente,
como un transportador de cargas de alta movilidad que unicamente forma
complejos débiles (Wyn-Jones, 1979). Las altas concentraciones de K™ en el
citoplasma son necesarias para neutralizar los aniones disueltos (aniones de
ac.organicos e inorganicos) y los insolubles y, ademads, para estabilizar el pH entre

7-8, optimo para la mayoria de las reacciones enzimaticas.
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Figura 56: Contribucion de cada una de las dos formas de K* (soluble e insoluble) al total de su
concentracion en los tres tejidos.

4.7. Caracterizacion quimica de distintas partes de una manzana

La hoja es el organo principal de la planta desde el punto de vista
metabolico y, por tanto, debe reflejar el estado nutricional de la misma; sin
embargo, en ciertos casos, se han analizado tejidos y o6rganos distintos a las hojas.
Martin-Prevel, et al., (1987), recoge los resultados de otros autores concernientes
al andlisis de brotes terminales, peciolos, tallos, frutos y raices. En el caso del
manzano como se ha referido repetidamente a lo largo de este trabajo, el andlisis
de fruto es una herramienta imprescindible para conocer el estatus nutricional de
la planta (apartado 4.1.1), pero generalmente, en la mayoria de estos analisis se
excluyen ciertas partes del mismo como semillas, pedinculos y en menor medida
la piel. Desde los afios 50 se ha descrito que la concentracidon de nutrientes en la

piel es mayor que en la pulpa (Mason, 1953; citado por Wilkinson y Perring,
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1964), y mas recientemente Raese y Drake (1997 y 2000) han obtenido
interesante informacion acerca de la composicion mineral de la piel de manzanas
Fuji, Granny Smith y Red y Golden Delicious en estudios orientados a verificar la

efectividad de tratamientos con nitrogeno y aspersiones con calcio.

Desde nuestro punto de vista, creemos interesante el estudio de piel,
pedunculo, semillas y pulpa de manzana para elaborar un mapa de la distribucion
de nutrientes en el fruto sano o en el afectado por bitter-pit y, también para

profundizar en los procesos de transporte de dichos nutrientes.

4.7.1. Analisis de epidermis

La epidermis estd revestida por una pelicula de cera llamada cuticula; es
impermeable, y su funcion es reducir la pérdida de agua por evaporacion a través
de la superficie de la planta. La cutinizaciéon es una transformacion de la pared
celular de las células epidérmicas que suele ir acompafiada de un complejo de
secreciones muy variable. La cutina es sumamente impermeable al agua por su
naturaleza lipofila y, ademas, cumple con funciones mecanicas, exhibiendo una
aceptable permeabilidad a los gases. Ademads, ain se depositan nuevos materiales
que impregnan todo el conjunto, como ceras e hidrocarburos que refuerzan
todavia mas la impermeabilidad. Las propiedades de la superficie del fruto,
especialmente, las de la cuticula, condicionan la absorcion y distribucion de los

posibles tratamientos aplicados en aspersion (Roy et al., 1999).

En nuestro experimento, también se dividi6 el material de la epidermis en
dos partes calicina y peduncular, y de estas se tomaron muestras de epicarpio sano

y afectado por bitter-pit.

La primera diferencia notable que pudo registrarse tuvo que ver con el
porcentaje de humedad contenida en estos tejidos (Tabla 19;Error! No se
encuentra el origen de la referencia.). Tanto la piel del tejido sano como la del

afectado  contienen practicamente el mismo porcentaje de agua
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independientemente de la zona de muestreo. Sin embargo, la afectada por bitter-
pit contiene 2-3% mas de humedad que la piel sana. Esto indica que posiblemente
la piel afectada haya perdido parte de su impermeabilidad, perdiendo asi

caracteristicas de proteccion frente a las agresiones externas.

Tabla 19. Humedad contenida en la piel peduncular y calicina de las zonas sanas y afectadas por

bitter pit
Porcentaje de humedad
Parte
. Calicina Peduncular
Tejido
Sano 78,24+0,07 78,61+0,05
Bitter-pit 81,31£0,02 81,7840,03
4.7.1.1. Composicion anidnica

Como puede observarse en la Figura 57;Error! No se encuentra el origen
de la referencia., en ambos tipos de manzanas, la piel correspondiente a la zona
calicina del fruto presenta mayor contenido en fosfato, estando mas concentrado
en el sano, al igual que en la piel de la zona peduncular donde la concentracion de
este anidon es mayor en la manzana sana que en la afectada. La concentracion,
tanto de citrato como de malato, no dependen de la zona de piel analizada, ni de si
el fruto esta o no afectado por el bitter pit. En cuanto al 4cido quinico, a excepcion
de la piel peduncular de una manzana sana, se encuentra homogéneamente

distribuido. El ultimo de los acidos analizados, el 4acido lactico esta mas presente
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en la manzana sana que en la afectada y algo mds concentrado en la zona

peduncular que en la calicina.
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Figura 57: Composicién aniénica de distintas zonas de piel de manzana: bitter pit y sana. Los
datos son el promedio de 10 experimentos. La barra de error corresponde al error
tipico.

4.7.1.2. Composicion catidnica

La Figura 58;Error! No se encuentra el origen de la referencia. revela
que la distribucion de cationes solubles en agua, en la piel de una manzana, no es
uniforme. Se han analizado dos zonas opuestas de manzanas sanas y de afectadas
por bitter pit. Los resultados muestran que el calcio se encuentra en mayor
concentracion en la piel de la manzana sana que en la de la afectada,
encontrandose la menor concentracion de este elemento en la piel calicina de la
manzana afectada. En cuanto al magnesio la situacion se invierte, destacando la

mayor concentracion en la piel de una manzana afectada, especialmente en la
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parte calicina del fruto. Por ultimo, para el potasio no se observan variaciones

importantes, ni atendiendo a la localizacion del tejido ni a su estado sanitario.
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Figura 58: Composicién en Ca**, Mg** y K* solubles en agua, de distintas zonas de piel de
manzana: bitter-pit y sana. Los datos son el promedio de 10 experimentos
independientes. La barra de error corresponde al error tipico.

En cuanto al andlisis de la fraccion insoluble, en la Figura 59;Error! No se
encuentra el origen de la referencia. se observan rangos de concentracion
mayores para los tres cationes que los mostrados en el grafico de la fraccion
soluble. En primer lugar, la piel de una manzana sana presenta mayores
concentraciones de calcio no soluble que la de una manzana afectada por bitter
pit. Los valores encontrados en la zona calicina de la piel son ligeramente
superiores a los correspondientes de la zona peduncular, en ambos tipos de
manzanas. En referencia al magnesio, su presencia en la zona calicina de las dos

manzanas es similar, mientras que en la piel peduncular de la manzana afectada la
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concentracion de magnesio es superior incluso a la de la calicina. El potasio en la
manzana sana no presenta una variacion significativa entre las dos zonas de piel
analizadas, en cambio, en la manzana afectada, se observa una cierta acumulacion

en la piel peduncular, al igual que ocurria con el magnesio.
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Figura 59: Composicién en Ca®*, Mg?*y K* insolubles en agua, de distintas zonas de piel
de manzana: bitter-pit y sana. Los datos son el promedio de 10 experimentos
independientes. La barra de error corresponde al error tipico.

Al comparar los analisis de la piel con los de las zonas de pulpa, afectadas o
no por bitter pit (Figura 52;Error! No se encuentra el origen de la referencia. y
Figura 53jError! No se encuentra el origen de la referencia.), se observa que
los mayores valores de concentracion en la pulpa del fruto se encuentran en la
forma soluble. Sin embargo, en la piel se produce el fendémeno inverso, la
presencia de estos cationes es mayoritaria en la fase insoluble. Estos datos indican
que en el tejido afectado por bitter-pit se producen modificaciones en su

composicion mineral que posiblemente se asocien con las roturas y
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discontinuidades observadas por Roy et al., (1999) en la estructura epicuticular

tras varios meses de almacenamiento.

4.7.2. Analisis de semillas

Algunos autores, como Cutting et al., 1990 y Broom et al., 1998, afirman
que es necesario asegurar una buena polinizacién para obtener un nimero de
semillas alto, y asi prevenir posibles alteraciones fisioldgicas. Asimismo, sugieren
que existe un efecto positivo del numero de semillas y una baja incidencia de
bitter-pit. Estos datos apoyan la idea de una interdependencia entre el transporte
basipeto de auxinas y el acropeto de calcio que determinan, en parte, la cantidad
de calcio que recibe el fruto. Cortés (2000) comprobd la veracidad de esta
hipotesis realizando un recuento de semillas en dos poblaciones de mazanas, una
afectada por bitter-pit y otra sana, observando que el nimero medio de semillas en

las afectadas era 2,3 veces menor que en sanas.

Existe muy poca informacion sobre la composicion nutricional de las
semillas de manzana, por lo que se realizaron analisis diferenciando entre pepitas

que proceden de manzanas afectadas y de manzanas sanas.

4.7.2.1. Composicion anidnica

La Figura 60 muestra que existe poca diferencia entre el contenido anidnico
de manzanas sanas y afectadas por bitter pit. Destacar que el fosfato esta presente
en mayor cantidad en una manzana sana, y el restos de aniones estan ligeramente

mas concentrados en las pepitas de la afectada por bitter pit.
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Figura 60: Composicién anidnica de semillas de manzana: bitter-pit y sana. Los datos son el
promedio de 10 experimentos independientes. La barra de error corresponde a la
desviacion tipica.

4.7.2.2. Composicion catidnica

Al igual que lo observado en el andlisis de piel, en la fase insoluble de las
semillas, los cationes estdn mas concentrados que en la soluble. En ambos tipos de
manzanas s¢ observa (Figura 61;Error! No se encuentra el origen de la
referencia.) que existe una distribucion similar en cuanto a la fase soluble se
refiere. En la fase insoluble (Figura 62;Error! No se encuentra el origen de la
referencia.) las semillas de una manzana sana presentan los cationes mas

concentrados que las de una manzana afectada por bitter pit.
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Figura 61: Composicion en Ca®*, Mg?*y K* solubles en agua, de semillas de manzana: bitter-pit
y sana. Los datos son el promedio de 10 experimentos independientes. La barra de
error corresponde a la desviacion tipica
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Figura 62: Composicién en Ca**, Mg®*y K* insolubles en agua, de semillas de manzana: bitter-
pit y sana. Los datos son el promedio de 10 experimentos independientes. La barra
de error corresponde a la desviacion tipica

4.7.3. Andlisis de pedinculos

A pesar, de que el pedunculo es el tnico tejido que comunica el fruto con el
resto del arbol, no se ha realizado estudio alguno acerca de su composicion
mineral. Numerosas referencias bibliograficas ponen de manifiesto la falta de
relacion entre la composicion nutricional de la hoja con la del fruto (Marcelle,
1989). Asi, no resulta descabellado pensar que ademds del impedimento que
supone la circulacion pasiva de iones en o6rganos con baja tasa de transpiracion,
también podrian existir otros impedimentos a la movilidad de los nutrientes en
direccion al fruto. El pedanculo es el elemento de soporte, primero de la flor y
luego del fruto que actiia como unidn con el brote. Su interior estd atravesado por

haces vasculares de xilema y floema que permiten la circulaciéon de nutrientes
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entre el fruto y el brote que lo sustenta, y también el paso de fotoasimilados que

permiten el desarrollo del fruto y el engrosamiento del mesocarpio.

Bajo este punto de vista opinamos que podria resultar de interés aplicar la

metodologia analitica ya utilizada en el estudio de otros tejidos.

4.7.3.1. Composicion anidnica

La Figura 63;Error! No se encuentra el origen de la referencia. muestra
los aniones extractados en agua. Existen pocas diferencias entre la composicion de

aniones soluble de una manzana control con la de una afectada por bitter pit.
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Figura 63: Composicién aniénica de pedunculos de manzana: bitter-pit y sana. Los datos son el
promedio de 10 experimentos independientes. La barra de error corresponde a la
desviacion tipica.
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4.7.3.2. Composicion catidnica

El analisis de pedunculos tanto de manzanas sanas como afectadas, muestra
que, en la fase soluble (Figura 64;Error! No se encuentra el origen de la
referencia.) no se observan diferencia en la distribucion en los tres cationes
estudiados. Unicamente apuntar que el rango de concentraciones solubles es
menor que el de insolubles, fendmeno que ya se ha apreciado en el resto de partes

del fruto analizadas exceptuando la pulpa en la que la fraccion insoluble es

mayoritaria.
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Figura 64: Composicién en Ca**, Mg?*y K* solubles en agua, de pedunculos de manzana: bitter-
pit y sana. Los datos son el promedio de 10 experimentos independientes. La barra
de error corresponde a la desviacion tipica.

Se observa una diferencia llamativa en la composicién no soluble del

pedunculo (Figura 65;Error! No se encuentra el origen de la referencia.). El
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fruto con bitter pit presenta una concentracion muy elevada de los tres cationes.
Este hecho hace pensar que los cationes de los frutos afectados se encuentran
retenidos por algiin mecanismo e impide su circulaciéon hacia el fruto. Este
hallazgo original, es el fundamento de un estudio, en profundidad, que
actualmente se estd llevando a cado en la EE Aula Dei, en el que se incluye
estudios histologicos de esta parte de planta que tan poca atenciéon ha merecido,

hasta el momento.

3.5

[S5)
W
I
—_

OK OCa OMg

8]
I

% del cation sobre peso seco fruto
—
n
|

0.5 A

0 W__ | 1

pedunculo sana pedunculo bp

Figura 65: Composicion en Ca?*, Mg** y K* insolubles en agua, de pedinculos de manzana:
bitter-pit y sana. Los datos son el promedio de 10 experimentos independientes. La
barra de error corresponde a la desviacidn tipica

4.8. Distribucion espacial de nutrientes en manzanas

Existe un acuerdo generalizado acerca de la mayor acumulacion de manchas
por bitter-pit en la parte calicina de la manzana afectada (Monge et al., 1995). En

este sentido, segun Cortés (2000) y Aznar et al. (2001) la mayor concentracioén de
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manchas se produce, como ya es sabido, en la zona calicina del fruto con una
acumulacion del 60 y 68% de las manchas internas y externas respectivamente.
Sin embargo, su dispersion no es homogénea; un solo octante de la parte calicina
acumula el mayor porcentaje de manchas de la manzana y, siguiendo en orden de
importancia, el octante peduncular situado justo encima de éste, es decir, una zona
longitudinal de la manzana que supone el 25% del total del volumen, acumula el
47 y 51% de las manchas internas y externas respectivamente. Estos datos hacen
suponer la existencia, no solo de gradientes longitudinales de Ca y Mg, sino
también la de gradientes de estos elementos en la zona ecuatorial. Existe muy
poca informacién a este respecto, si bien hay que destacar que Lewis (1980),
trabajando con 9 variedades de manzana con distinto grado de susceptibilidad al
bitter-pit, demuestra que, en todos los casos, existe un gradiente descendente de la
concentracion de Ca, desde la zona del pedunculo hacia el final del caliz.
Concomitantemente, solo en las seis variedades susceptibles a la patologia, el Mg

aumenta gradualmente donde desciende el Ca.

4.8.1. Gradiente longitudinal de aniones

Del andlisis cualitativo de los extractos acuosos de pulpa de manzana
Golden Smoothee, se dedujo que las especies anionicas mayoritarias eran, en
orden decreciente de concentracion: malato, fosfato, citrato, quinato y lactato. El
analisis cuantitativo de los 5 puntos de muestreo descritos en el apartado 3.3.3.2,
proporciono la informacion reflejada en la Figura 66;Error! No se encuentra el
origen de la referencia. en la cual se representa el promedio de las extracciones

realizadas en 10 manzanas.

En una manzana sana, parece que el fosfato se acumula en la zona mas
proxima a las semillas, y disminuye progresivamente conforme aumenta la
distancia desde el corazon hasta el punto de muestreo. La concentraciéon minima

de este anion se localiza en las proximidades de los extremos calicino y

189



/éeéu/é‘aa[od Y :Z)iécudio'n

peduncular. Sin embargo, el fosfato de las manzanas afectadas por bitter pit,
experimenta menores variaciones y su concentracion maxima se alcanza en la
zona peduncular y calicina, pudiéndose relacionar con lo ya visto en el analisis
por zonas Figura 50;Error! No se encuentra el origen de la referencia. en el
cual las manzanas afectadas por bitter pit presentaban mayor concentracion de

este anion.
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Figura 66: Gradiente de aniones en la zona longitudinal de la manzana. Los resultados son el
promedio de 10 frutos #error tipico.

Respecto al malato, resalta la gran diferencia de concentracion de este
compuesto, que varia en un rango del 1,5 a 3 % del peso seco, respecto al resto de

aniones que lo hace en 0,01 y 0,4%. La distribucion del malato es homogénea a lo
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largo del eje longitudinal del fruto, y no existen grandes diferencias entre

manzanas sanas y afectadas por bitter pit.

Si se estudia la distribucion longitudinal del citrato, se observa una gran
diferencia de concentracion entre manzanas sanas y afectadas por bitter pit. En
ambos materiales, los valores mas altos se localizan en la mitad peduncular y
disminuyen en las proximidades del corazon. Esta tendencia se mantiene hasta la
parte central de la zona calicina, para ascender nuevamente en el punto mas
proximo al caliz. Estos resultados corroboran los ya encontrados en los analisis
por zonas, en los cuales la zona afectada por bitter pit acumulaba mayor
concentracion de citrato que el resto, y también los encontrados por Steenkamp y
Terblanche (1983) que en sus analisis por cromatografia de gases detectan niveles

mas alto de citrico en tejido afectado por bitter pit.

En las manzanas sanas, la concentracion de lactato en la zona peduncular es
practicamente constante, para disminuir en la zona calicina. En las manzanas
afectadas se observa que la grafica adopta una disposicion en forma de campana
invertida, es decir, las menores concentraciones se localizan en la zona central.
Contrastando ambos casos, se observa que en las zonas 2 y 3 existe mas
concentracion en una manzana sana que en una afectada, en cambio en los

extremos se produce el caso contrario.

Las concentraciones mas altas de quinato se localizan en la zona
peduncular, en manzanas sanas y con bitter pit. Los resultados obtenidos de
material sano indican un descenso paulatino en la concentracién de 4cido quinico
desde la zona peduncular a la calicina. En cambio, en las manzanas afectadas por
bitter pit, la concentracion es minima en los extremos y maxima en el corazdn.
Comparando ambos tipos de manzanas, en todos los casos, existe mas
concentracion del dcido en las afectadas, a excepcion del punto de muestreo mas

proximo al pedunculo, en la que se produce el efecto contrario.
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4.8.2. Gradiente transversal de aniones

Una vez comprobada la existencia de gradientes longitudinales de aniones,
era l6gico suponer que su distribucion en el plano ecuatorial también podria ser
heterogénea. Para verificar esta hipdtesis se tomaron muestras segiin el esquema
representado en la Figura 16. De esta forma, se realizaron los analisis, por
electroforesis capilar, sobre dos lineas perpendiculares que definian el plano
transversal de la manzana. El objetivo de este apartado consistid en representar en
el plano, mediante isolineas, las zonas que podian agruparse en un mismo rango
de concentracion para, finalmente, ofrecer una imagen circular que representara la

superficie de la manzana analizada.

Para realizar este trabajo y puesto que no se disponia de valores reales en
cada punto de la superficie, se hizo preciso disefiar un algoritmo que permitiera

deducir los valores de concentracion en los puntos no incluidos en el muestreo.

La Figura 67iError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra
una tabla de Excel en la que se ha aplicado el algoritmo propuesto. Los valores de
la columna E (1a, 2a, 3a, 4a, 5a y 6a) representan los valores analiticos obtenidos
sobre las muestras tomadas en una de las lineas, los valores de la fila 6 (1b, 2b,
3b, 4b, 5b, 6b) corresponden con los obtenidos sobre una linea situada a 90° de la
primera. El valor de una celda sin datos reales se calculé promediando los dos
valores adyacentes mas proximos a ella siguiendo la direcciéon de la diagonal. El
valor de la celda central correspondiente a la zona ocupada por las semillas y sus
alvéolos se calculo promediando el valor de las 4 adyacentes. En la Figura
68;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se muestra un ejemplo

real de aplicacion del algoritmo.
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A B | C | D | E | F | G | H
B -3 -2 -1 0 1 2 3
| 2| 3 =(CE3)2 =(E2+D3)/2 1a =(E2+F3)2 =(G2+H3)/2
2| 2 =(E3+D4)/2 Za =(E2+F4)/2
| 4 | -1 =(C4+B5Y2 | =(D4*CBNE | =(E4+DSy2 3a =(E4+F5)/2 [S(F4¥GE)2 | =(C4+H5)2
5| 0 1b 2b 3b =[E4+F5+E6+D5 )4 4b 5b 6b
| 5| 1 =(CE+B5M2  =(DE+C5)2 =(EE+D5)2 4a =(E6+F5)2 [ S(FEFG5)N2 | =(GE+HS)7
7| 2 =(D7+C6¥2  =(ET+DEY2 5a =(ET+F5)/2
8| 3 | =(Cs+ETY2 =(E8+D7)2 6a =(E&+F7)/2 =(G8+HT)/2

Figura 67: Aplicacion del algoritmo de interpolacion en una tabla Excel

La proyeccion de este tipo de datos proporciona una imagen cuadrada, que
si bien puede ser util para fines de comparacion, no representa fielmente la
superficie estudiada. Para soslayar este inconveniente, una vez obtenida la grafica,
se procedid a realizar una distorsion circular que mantiene intactas las lineas
vertical, horizontal y el valor central, pero modifica los espacios intermedios para

dar una forma final asimilada al circulo.

3 -2 -1 0 1 2 3
-3 0,003

-2 0,007

-1 0,011

0 0,004 0,018 0,010 0,011 0,011 0,007 0,007
1 0,011

2 0,009

3 0,007

Figura 68: Aplicacion del algoritmo de interpolacion en un caso real. Los valores en color azul
son los obtenidos del analisis y, en naranja los calculados

En el momento actual de la investigacion, a pesar de haber realizado
numerosas repeticiones de este experimento, no pueden ofrecerse los valores

promedio de varios frutos. Al carecer de puntos de referencia en la superficie

194



/éeéu/fm[od Yy :Z)idcudio'n

ecuatorial del fruto, no es posible superponer los valores obtenidos en varios
individuos. Sin embargo, en todas las muestras estudiadas, se aprecian tendencias
comunes, y las representaciones que aparecen en las (Figura 69;Error! No se
encuentra el origen de la referencia. - Figura 73jError! No se encuentra el

origen de la referencia.), representan, con suficiente fiabilidad, el patron general.
4.8.2.1. Fosfato

Si se observan las 2 representaciones del fosfato en la Figura 69;Error! No
se encuentra el origen de la referencia., se puede comprobar que en la manzana
afectada se acumula mayor concentracion de este anidn que en la manzana sana,
al igual que hemos visto en el resto de casos analizados. Su distribucion en ambas
superficies varia de forma considerable. En la manzana afectada predominan altas
concentraciones de fosfato, tanto en la periferia como en el centro, a excepcion de
unos puntos cercanos a la periferia y situados, el uno del otro, a unos 90°. En la
manzana sana, cabe destacar la existencia de una simetria respecto al eje
horizontal, observando un gradiente, en disminucion, desde la periferia hacia el

centro.

Sana Bitter pit

0,00 - 0,05
0,05- 0,10
0,10 - 0,15
0,15-0,20
B 0,20 - 0,25

Figura 69: Representacion de la concentracion de fosfato en el plano ecuatorial de una manzana
sanay en el de una afectada por bitter pit.
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4.82.2. Citrato

En la Figura 70;Error! No se encuentra el origen de la referencia. se
representan las dos imagenes correspondientes al citrato, se puede sefialar que
presentan cierta similitud entre ellas en el plano inferior, en el cual se encuentra el
punto de mas alta concentracion siendo algo mayor en la manzana sana. Teniendo
en cuenta la manzana afectada, se puede decir que, el plano superior horizontal
practicamente es homogéneo en concentracion a excepcion de la zona mas
cercana al centro donde se encuentran los valores més altos. En cuanto a la
manzana sana, se observa que, a lo largo de todo el plano horizontal superior, se
alcanza un minimo de concentracién exceptuando “dos crestas” situadas en el

plano vertical, una en la zona central y otra en la periferia.

Sana Bitter pit

0,00 - 0,10
0,10 - 0,20
0,20 - 0,30
B 0,30 - 0,40

Figura 70: Representacion de la concentracion de citrato en el plano ecuatorial de una manzana
sanay en el de una afectada por bitter pit.

4.8.2.3. Malato

Los graficos que representa la concentracion de malato (Figura 71jError!

No se encuentra el origen de la referencia.), muestran la existencia de cierta
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simetria respecto al eje horizontal, mas marcada en la manzana sana. Si se observa
la imagen correspondiente a una manzana sana en el plano vertical se puede decir
que, sobre eje central, se produce una acumulacion en los puntos periféricos frente
al resto del fruto. Hacia la izquierda de dicho eje se presenta el mismo tipo de
gradiente pero mucho mas acusado. A la derecha, el rango de concentracion es
mas alto y mds homogéneo que en las explicadas anteriormente. Respecto a la
manzana afectada por bitter pit se observa que predomina una zona intermedia de
concentracion alta, existiendo una zona de menor concentracion en el lado

izquierdo y una de mayor en el lado derecho.

Sana Bitter pit

0,00 - 0,50
0,50 - 1,00
1,00 - 1,50
1,50 - 2,00
B 2,00-2,50

Figura 71: Representacion de la concentracion de malato en el plano ecuatorial de una manzana
sanay en el de una afectada por bitter pit.

4.8.2.4. Quinato

La distribucion del acido quinico, en ambos tipo de manzanas (Figura 72)
presenta caracteristicas similares a los anteriores aniones. A simple vista se
aprecian dos zonas predominantes, presentando mayor concentracion la manzana
afectada. En esta misma manzana, el quinato se acumula mayoritariamente en una

de las mitades estrechandose desde la periferia hasta algo mas de la zona central.
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El resto de la superficie de la manzana presenta una concentracion ligeramente
inferior a excepcion de tres polos situados a 90° cuya concentracion todavia es
menor. En la manzana sana, se observa que una de las mitades presenta la minima
concentracion, mientras que en la otra mitad se observa un gradiente que aumenta

de la zona periférica a la central.

Sana Bitter pit

9

0,00 - 0,03
0,03 - 0,06
0,06 - 0,09
0,09 - 0,12
B 0,12 - 0,15

Figura 72: Representacién de la concentracion de quinato en el plano ecuatorial de una manzana
sanay en el de una afectada por bitter pit.

4.8.2.5. Lactato

En la Figura 73, aunque los datos obtenidos se ajustan a distintos rangos de
concentracion, se ha mantenido el orden de intensidad en la escala de color para
su mejor comprension. Cabe destacar que en este anion se produce el efecto
contrario, los mayores niveles de concentracion se encuentra en la manzana sana,
hecho que ya se habia visto en el analisis por zonas, en el cual la zona sana de una
manzana afectada presentaba mayor concentracion en dicho aniéon que la zona
afectada por bitter pit. En la manzana sana se observan dos partes diferenciadas,
una de ellas en un rango inferior de concentracion con un foco a 90° del extremo

superior de mayor concentracion. La otra mitad contiene un gradiente que
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disminuye de la periferia hacia el centro, y es en este punto donde se produce un
maximo de concentracion. En cuanto a la manzana con bitter pit, cabe destacar la
existencia de un gradiente, que disminuye desde la periferia izquierda a la
derecha, encontrandose con 2 maximos situados en un mismo cuadrante a 90° y

proximos a la periferia.

Sana Bitter pit

3

Figura 73: Representacion de la concentracion de lactato en el plano ecuatorial de una manzana
sanay en el de una afectada por bitter pit.

0,00 - 0,01
0,01 - 0,02
0,02 - 0,03
0,03 - 0,04
0,04 - 0,05
0,00 - 0,05
I 0,05-0,10
B 0,10-0,15
I 0,15-0,20

4.8.3. Gradiente longitudinal de cationes

Tras demostrar la existencia de gradientes anidnicos en el volumen del
fruto, parecia razonable suponer que la concentracién de cationes también podria
ser heterogénea. Ademas, si para la determinacion de especies cargadas
negativamente, no pueden utilizarse los métodos tradicionales de calcinacion,
puesto que se destruirian sus estructuras moleculares, el analisis de cationes
inorganicos podria ofrecer una informacién mas completa acerca de su
localizacién a escala celular. El estudio de la concentraciéon de elementos

minerales disueltos en el citoplasma determinados por electroforesis capilar pudo
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complementarse con el andlisis por absorcion atdmica de los elementos catidonicos

insolubles que forman parte de las estructuras celulares.

200



/é edu/ém{od y :Z)idcudio'n

Soluble No soluble

0,14

0,12

0,1

0,08

0,06

0,04

Potasio

0,02

0,035
0,03
0,025
0,02

0,015

Calcio

0,01

0,005

0,02

0,015

0,01

Magnesio
% del cation sobre peso seco de fruto

0,005

14

[l Sana

[CIBitter pit

12
8
6
4
2
0

120

100 10
80

60

K/Ca

SEES

40

20

1 2 3 4 5

Posicion longitudinal en el fruto

Figura 74: Gradiente longitudinal de cationes, solubles e insolubles en agua, de manzanas sanas
y afectadas por bitter pit. Los resultados son el promedio de 10 frutos + error tipico.
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En la Figura 74 se representan los resultados obtenidos en distintas
extracciones correspondientes a 5 zonas, desde la peduncular (1) a la calicina (5),
de manzanas cortadas longitudinalmente, como ya se explicé en el apartado 3.8.1
de Material y M¢étodos. Se representa, a la derecha, la concentraciéon de los
cationes extractados en agua y, a la izquierda, el contenido de los mismos en la

forma insoluble.

El potasio es elemento mayoritario de los estudiados, tanto en forma soluble
como en no-soluble. La fraccion soluble presenta un comportamiento similar para
manzanas sanas y afectadas por bitter pit, siendo su concentracion ligeramente
superior en estas Ultimas. Se observa ademads, la existencia de un gradiente a lo
largo del eje vertical del fruto, presentando la minima concentracion en la zona
peduncular (sana y afectada) y para el caso de la manzana sana su maximo valor
corresponderia al punto més proximo a las semillas y en el caso de la manzana
afectada corresponderia al punto intermedio situado entre la zona peduncular y las
semillas. La mayor diferencia de concentracion entre la manzana sana y la
afectada se encuentra en la zona calicina del fruto. En cuanto al K no soluble lo
primero a destacar es su menor presencia en esta forma. Al contrario que en la
fase soluble presenta mayores concentraciones para la manzana sana con su
maximo valor en el punto situado entre la zona peduncular y las semillas. En
cambio en la manzana con bitter pit su maximo de concentracion se produce en la

zona calicina.

El siguiente cation representado en la figura es el calcio. El calcio soluble se
encuentra en mayor concentracion en la manzana sana a excepcion del ultimo
punto que corresponde a la zona calicina del fruto donde es mayor la
concentracion para la manzana afectada por bitter pit, como ya se ha visto en los
analisis hechos por zonas de afeccion. En este trabajo se demuestra la existencia
de gradientes longitudinales de Ca®" soluble en las manzanas afectadas o no por

bitter-pit. Estos datos, sugieren que el equilibrio entre el Ca®" citosélico y el
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estructural, en areas concretas del fruto, podria ser un factor crucial para el

desarrollo del bitter-pit.

En cuanto al magnesio se observa un comportamiento de la forma soluble
opuesto al de la insoluble, presentando los mayores valores para el caso de la
manzana sana en la forma soluble y para la manzana afectada en la insoluble. En
el punto mas proximo al cdliz, en ambos tipos de manzanas, se igualan las

concentraciones de este elemento.

Por ultimo, se estudid la relacion K/Ca, observando unos valores de
concentracion mucho mas altos en la fase soluble. En esta fase la manzana
afectada por bitter pit presenta unos indices superiores a la manzana sana. En
cambio, en la fase hidroinsoluble esa tendencia se alterna en los tres primeros
puntos muestreados para terminar aumentando en la manzana afectada en los dos

ultimos puntos del gradiente longitudinal.

De los resultados mostrados en la Figura 74 no pueden deducirse patrones
claros de comportamiento que justifiquen los obtenidos en los analisis de zonas
concretas del fruto, afectadas o no por la fisiopatia (Figura 52-Figura 53). Tras
estos datos, no parece claro que se desarrolle la enfermedad a causa de previos
desequilibrios nutricionales localizados. Es decir, es innegable que el magnesio
soluble es casi 7 veces mads alto en las manchas de bitter-pit que en el resto de
tejidos, pero en el tejido sano adyacente y la pulpa de la manzana sana apenas se
diferencian. Algo similar ocurre con el calcio y potasio insolubles en las zonas
afectadas. Asi pues, del andlisis nutricional, aunque se realice en partes muy
concretas de la manzana, creemos muy dificil extraer la informacidon necesaria
para predecir la posible aparicion de la fisiopatia. En otras palabras, debe existir
otro tipo de mecanismos, aparte de la distinta distribucion de nutrientes, que
induzcan la aparicion de sintomas. Hasta el momento, no hemos sido capaces de
seguir la formacion natural de las manchas, lo que quizd arrojaria alguna luz

acerca de los procesos implicados. En la actualidad, se estan obteniendo los

203



/éeéu/é‘aa[od Y :Z)iécudio'n

primeros resultados de experimentos tendentes a inducir artificialmente la
enfermedad. Cuando se disponga del procedimiento adecuado y se compruebe que
las manchas inducidas son similares a las que ocurren naturalmente, se estara en
disposicion de analizar estos tejidos en el inicio del proceso degenerativo y podra
determinarse, al menos, la secuencia de acontecimientos que provocan la

acumulacion de determinados nutrientes en las areas afectadas.

4.8.4. Gradiente transversal de cationes

La representacion de la concentracion de cationes en el plano ecuatorial de
la manzana se realiz6 de la misma forma similar que la de aniones. En el mismo
grafico aparece a la izquierda la fraccion soluble del cation y a la derecha la
insoluble. En la parte inferior se muestran los resultados obtenidos de la manzana
afectada por bitter-pit, y en la superior los de una manzana sana (Figura 75-

Figura 77).
4.8.4.1. Calcio

La concentracién de Ca®" soluble, en la manzana sana aumenta desde el
epicarpio, donde se observan los valores mas bajos, hasta una zona de la pulpa
proxima al endocarpio (Figura 75jError! No se encuentra el origen de la
referencia.). Su distribucion muestra una cierta simetria axial respecto a dos ejes
ortogonales. Sin embargo, la fraccidon no soluble de este elemento, se distribuye
de forma muy distinta; es bastante uniforme en toda la superficie excepto en una
de las zonas de la periferia, donde se acumula preferentemente. En este tltimo
caso la representacion de esta concentracion es simétrica respecto a un diametro
que marcaria un fuerte gradiente descendente, desde un extremo del circulo al

otro.

En la manzana sana los rangos de concentracion de la fraccion soluble y la

no-soluble son similares, mientras que, en la afectada, el calcio insoluble es mas
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alto.

Manzana sana

Ca ?* soluble Ca ?" no soluble

0,0102 -0,0153
0,0153 - 0,0204
0,0204 - 0,0255
0,0255 - 0,0306
0,0306 - 0,0357
[ 0,0357 - 0,0408
[ 0,0408 - 0,0459
I 0,0459 - 0,0510

Manzana con bitter pit

Ca ?* soluble Ca 2" no soluble

0,0036 - 0,0054
0,0054 - 0,0072
0,0072 - 0, 0090
0,0090 - 0,0108
[ 0,0108-0,0126
[ 0,0126-0,0144
0 0.0144-0,0162
I 0,0162-0,0180
I 0,0400 - 0,0600
I 0,0600 - 0,0800
I 0.0800 - 0,1000
I 0.1000 - 0,1200

Figura 75: Representacion de la concentracion del calcio soluble e insoluble en agua, en el plano
ecuatorial de una manzana sana y en el de otra afectada por bitter-pit.

En el fruto afectado por bitter-pit, y tomando como referencia el eje vertical
del circulo representado en la grafica, se observa un gradiente de concentracion de

calcio soluble con sus niveles més bajos en las zonas opuestas del epicarpio y con
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un maximo situado en la zona del endocarpio. Respecto al eje horizontal, se
aprecia otro maximo de concentracion en la zona mesocarpica izquierda. En
cambio, y al igual que ocurria en la manzana sana, la distribucioén del calcio no
soluble es mas homogénea, a excepcion de una zona del mesocarpio donde se
encuentra el valor minimo; y de otras cuatro zonas proximas al epicarpio, situadas

a 90° entre si, en las cuales, la concentracion es mayor que en el resto de la pulpa.

4.8.4.2. Magnesio

En la manzana sana se aprecia simetria respecto al eje horizontal que seria
perfecta exceptuando la presencia de un pozo de concentraciéon en un punto
periférico del eje vertical. Aunque, en principio, predomina una concentracion
intermedia, se observan dos picos de mayor concentracion, en la zona
mesocarpica, dispuestos a ambos lados del eje vertical. El magnesio no soluble se
distribuye irregularmente, presentando tres focos de concentracion méaxima en el
pericarpio situados a 90° entre si, y un cuarto foco a 90° de dos de los anteriores
con minima concentracion. El resto de la superficie transversal de la manzana esta
compuesta por dos partes diferenciadas e inversas en concentracion. Hay que
resaltar que el rango de concentracion de la fraccion hidrosoluble es mayor que el

de la insoluble (Figura 76jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

La concentracion de Mg”" soluble en el corte transversal de una manzana
con bitter pit, se distribuye desigualmente en dos semicirculos separados por el eje
vertical del grafico; en uno de ellos la concentracion es homogénea, mientras que
en la otra mitad se aprecia un gradiente que disminuye desde el epicarpio al
endocarpio. Los rangos de concentracion del Mg”>" insoluble de la manzana
afectada son mucho mas bajos que en el caso de la fraccion soluble explicada
anteriormente. Su disposicion en la superficie de fruto analizada es tal, que existe

una simetria casi perfecta, respecto al eje horizontal, y aunque la concentracion
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mayoritaria sea muy baja, se observa un gradiente, en ese mismo eje, que aumenta

desde el centro hasta la periferia.

Manzana sana

Mg # soluble Mg ** no soluble

0,0020 - 0,0025
0,0025 - 0,0030
0,0030 - 0,0035
0,0035 - 0,0040
[0 0,0040 - 0,0045
I 0,0045 - 0,0050
B 0,0200 - 0,0300
B 0.0300 - 0,0400
I 0.0400 - 0,0500
I 0,0500 - 0,0600

Manzana con bitter pit

Mg ?* soluble Mg 2* no soluble

0,000 - 0,005
0,005 - 0,010
0,010 - 0,015
0,015 - 0,020
0,020 - 0,025
0,025 - 0,030
0,030 - 0,035
0,035 - 0,040
0,040 - 0,045
0,045 - 0,050

Y

Figura 76: Representacion de la concentracion del magnesio soluble e insoluble en agua, en el
plano ecuatorial de una manzana sanay en el de otra afectada por bitter-pit.

4.8.4.3. Potasio

Es el elemento que se encuentra en mayor concentracion en la fraccion soluble en

agua, tanto en las manzanas sanas, como en los frutos afectadas por bitter pit. La
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relacion K'soluble/K insoluble es aproximadamente 5/1, tanto en las sanas, como
en las afectadas. Destaca la homogeneidad de concentracion en las fases solubles
(Figura 77). No se encuentra excesiva variabilidad en el potasio soluble de una
manzana sana, aunque en valor absoluto, son mas pronunciadas debido a las
elevadas concentraciones. Del grafico se deduce la existencia de una gran simetria
respecto al eje horizontal, sobre el que se sitla un gradiente ascendente, de
izquierda a derecha, hasta llegar a un maximo en la zona mesocarpica, a partir del
cual se forma un valle que termina en el rango de concentracién intermedio de
dicho gradiente. También se observa un gradiente en el potasio insoluble de la
manzana sana, pero esta vez no se encuentra situado en ninguno de los ejes
principales sino que describe una trayectoria que se inicia en uno de los polos del
eje vertical con concentraciéon minima, para continuar de forma creciente en linea
oblicua. Asimismo, existen otros dos polos situados a 90 y 180° del anterior
respectivamente, con una concentracion superior al primero pero sin alcanzar los

maximos.

Respecto a la disposicion del potasio soluble en una manzana con bitter pit,
al igual que en el caso de una manzana sana, también existe simetria respecto a
uno de los ejes. Tomando como referencia el eje vertical, se observa un aumento
gradual de concentracion hasta llegar a un maximo cercano a la zona endocarpica,
para posteriormente decrecer, pero sin alcanzar el valor minimo encontrado en
esta superficie. En el eje horizontal, también se aprecia un gradiente, aunque no
tan acusado como en el caso anterior, situandose el maximo en la parte central.
También se observa simetria, respecto al eje horizontal, para el potasio no soluble
de una manzana afectada. Lo mas destacado de esta imagen son los dos focos
centrales, con concentraciéon minima, situados a ambos lados del punto central
sobre uno de los ejes. Ademas, habria que resaltar que el maximo de
concentracion se encuentra en el eje horizontal a 90° de ambos minimos. El resto

de la superficie transversal presenta concentraciones intermedias.
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Manzana sana

K* soluble K* no soluble

] 0,010 - 0,015
0,015 - 0,020

0,020 - 0,025

0,025 - 0,030

0,030 - 0,035

[ 0,035 - 0,040

' I 0,040 - 0,045
I 0,045 - 0,050

B 0.500 - 1,000

B 1,000 - 1,500

B 1,500 - 2,000

A=l I 2,000 - 2,500

Manzana con bitter pit
K" soluble K" no soluble

0,00 - 0,05
0,05 - 0,10
0,10 - 0,15
0,15 - 0,20
0,20 - 0,25
o 0,25-0,30
I 0,40 - 0,60
I 0,60 - 0,80
B 0,80 - 1,00
B 1,00-1,20
B 1,20 - 1,40

Figura 77: Representacion de la concentracion del potasio soluble e insoluble en agua, en el
plano ecuatorial de una manzana sana y en el de otra afectada por bitter-pit.
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4.9. Consideraciones Finales

El bitter-pit es uno de los problemas mas acuciantes, respecto a la calidad
del fruto, que sufren los productores y exportadores de manzanas de Espafia y
otros paises. Los sintomas del bitter pit aparecen, principalmente en postcosecha,
como areas pardas en la superficie del fruto, que deprecian el valor del producto,
haciendo que sea imposible su comercializacion para consumo en fresco. La
investigacion realizada durante los ultimos 50 afios sostiene que la incidencia de
esta alteracion estd inversamente relacionada con la concentracion de calcio en
fruto y es directamente proporcional a las concentraciones de magnesio, potasio,
fosforo y nitrégeno (Garman y Mathis, 1956; Fallahi et al., 1997). Potasio y
magnesio compiten con el calcio debido a que son iones con carga positiva y el
nitrégeno porque favorece el crecimiento de brotes sobre el de frutos. (Kotze,
1979; Johnson, 1987). La humedad del suelo, la nutriciéon mineral y el crecimiento
vegetativo influencian la concentracion de calcio en los tejidos vegetales que
determinan la aparicion de los sintomas de la deficiencia. Durante los periodos de
crecimiento, en los dias calientes y soleados del verano, la tasa de transpiracion es
alta, y el estrés hidrico puede provocar la exportacion de agua y calcio desde el
fruto en desarrollo, si los sistemas de irrigacion no estan optimizados. Si esta tasa
de exportacion excede la de entrada de calcio, la concentracion en fruto

disminuye.

Asi pues, se sigue considerando que la deficiencia de calcio en el fruto es la
principal causa de la aparicién del bitter-pit, de forma que habitualmente se
aplican tratamientos foliares, durante su desarrollo para incrementar el contenido
de calcio y asi reducir la incidencia de bitter pit durante el almacenamiento. Sin
embargo, estas aplicaciones, que generalmente contienen cloruro y nitrato de
calcio, u otras formulaciones, no son muy efectivas para hacer descender la

incidencia de la fisiopatia (Mata, 2000).
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El tamafo de fruto es uno de los més importantes indices de calidad de las
manzanas y, se ha descrito, que los frutos mas grandes sufren mayor afeccion de
bitter-pit que los de menor tamano (Sharples, 1964; Volz et al., 1993). Sin
embargo, Link, en 1973, sefial6 que el tamafio no podia considerarse un factor
importante con respecto a la susceptibilidad del fruto al bitter pit, sino que su
incidencia dependia de la relacion hoja / fruto, y en particular, de la intensidad del
crecimiento vegetativo durante los primeros meses del ciclo anual. Estas
consideraciones fueron confirmadas por Blasco (1977) en un ensayo realizado con
manzanos adultos a los que se les impusieron distintas cargas de cosecha y los
resultados mostraron que los frutos de mayor calibre (arboles con baja carga de
cosecha) no desarrollaron significativamente mas bitter pit que los frutos de
menor tamafio. El tamafo de fruto estd condicionado por el numero total de
células y por el volumen de las mismas. Asi, cuando se representa la evolucion del
calibre o peso a lo largo de la estacion, la curva ideal de la grafica deberia tener un
aspecto de S. Esta curva debe ser sigmoidea debido a la accion conjunta de la
division celular, el crecimiento de las células y la formacion de espacios de aire
(Westwood, 1993). En nuestro caso, se ha realizado el ajuste de los pesos seco y
fresco a ecuaciones logisticas (Figura 27), obteniéndose, en todos los casos,
coeficientes de correlacion excelentes. Pudiendo afirmarse que el crecimiento de
la manzana es lento al principio de la estacion, rapido en los dias posteriores al

cuajado y mas lento a medida que alcanza la madurez.

Otro de los parametros importantes respecto a la calidad de fruto es el
contenido en carbohidratos solubles que, junto con la acidez, condiciona el sabor
de la manzana. El contenido de solidos solubles aumenta conforme el fruto se va
desarrollando, al principio de forma lenta y mas rapidamente cuando se acerca la
fecha de la recoleccion (Figura 27). Los valores obtenidos durante los tres afios se
encuentran dentro del rango recomendado para las manzanas del grupo Golden

(Carrera, 1999). También, se ha demostrado la existencia de una relacién entre
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so6lidos solubles en fruto y concentracion foliar de clorofila (Figura 28). Como
consecuencia de este hallazgo es posible predecir la concentracion de
carbohidratos solubles en la manzana mediante sencillas medidas de SPAD, lo
que permitiria conocer el indice de madurez de la fruta sin necesidad de recurrir a

pruebas destructivas.

A medida que la estacion avanza se producen cambios en la concentracion
de los nutrientes en hoja y fruto. Es interesante determinar si el contenido mineral
se encuentra en un nivel adecuado o, por el contrario, el cultivo sufre de excesos o
déficits en alguno de los nutrientes evaluados. En el periodo estudiado se ha
observado que, en hoja, nitrogeno, potasio, fosforo y cobre disminuyen su
concentracion a lo largo de la estacion; calcio, hierro y magnesio, aumentan
(Figuras 31- 32- 33); mientras que el contenido de cinc y manganeso no sigue un
patrdon tan definido como en los otros casos. Estos resultados que estan, en lineas
generales, de acuerdo con los recogidos por Gagnard (1987) de diversos autores, y
podrian explicarse en funcion de la movilidad de los diversos nutrientes en los
organos. A medida que las hojas envejecen acumulan Mg, Ca, S y otros elementos
poco mdviles, como el Fe, mientras que los mas facilmente traslocables, como N,
P y especialmente, K se redistribuyen hacia las hojas jovenes disminuyendo su

concentracion conforme la planta madura (Gil, 1995).

Los contenidos minerales en fruto se determinaron a lo largo de la estacion,
observandose que todos ellos disminuyen a medida que el fruto aumenta de
tamafio. Sin embargo, aunque la concentracion disminuye, la cantidad de
minerales en fruto aumenta durante el periodo de desarrollo, como se observa en
los resultados obtenidos al calcular la tasa de acumulacion de nutrientes en
funcioén del peso seco del fruto (Figura 40-41- 42). Estos resultados contradicen la
tradicionalmente aceptada teoria de Faust y Shear (1971), recogida posteriormente
en obras de prestigio como la de Bergmann (1992), en la que se postula que, a

partir del cuajado, la concentracion en fruto permanece practicamente constante,

213



/éeéu/é‘aa[od Y :Z)iécudio'n

de forma que los frutos mas grandes contienen menor cantidad de calcio que los
pequenos. Si bien es cierto que se diluye la concentracion al crecer el fruto,
durante una fase de su desarrollo, de forma exponencial, mientras que los
nutrientes se acumulan de forma lineal, en este trabajo se demuestra que el calcio
y el resto de nutrientes se acumulan en el fruto con una tasa practicamente
constante a lo largo de su desarrollo (Figura 45). Nuestros resultados concuerdan
y amplian los expuestos por Tomala (1989), Plisek (1995) y Broom (1998),
autores que sugieren la existencia de un incremento continuo de la concentracion

de calcio en manzana mientras el fruto permanece en el arbol.

El estado nutricional diagnosticado a través del indice DOP (Montafiés,
1991) indica posibles deficiencias en micronutrientes y calcio y excesos en
magnesio y potasio en hoja, aunque no se observaron sintomas visuales en campo,
a excepcion de manganeso y cinc. El contenido mineral del fruto en el momento
de la recoleccion condiciona su potencial de almacenamiento ante la aparicion de
posibles desordenes como bitter pit. A partir de las concentraciones Optimas
(Tabla 10) en el momento de la recoleccion se determinaron los indices DOP
(Tabla 12), observandose que la concentracion de Ca®" se situé por debajo del
valor de referencia obtenido de manzanas con probadas aptitudes de
almacenamiento. Los frutos de la plantacion sufren un marcado desequilibrio
nutricional que se fue aliviando con el transcurso de los afios, en lo que a

macronutrientes se refiere.

El estudio del bitter pit y su relacion con el contenido mineral, tanto de
frutos como de hojas ha sido ampliamente descrito a lo largo de los tltimos afios.
La concentracion de calcio y las relaciones de este elemento con el potasio y el
magnesio son muy estudiadas por los efectos antagdnicos que se presentan entre
estos nutrientes. En los tres afios estudiados la tendencia en hoja es similar,
disminuyendo hasta llegar a valores comprendidos entre 1 y 1,5 al final de la

cosecha para K/Ca y algo mayores en la relacién entre potasio, calcio y magnesio
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debido a la contribucion de este ultimo (Figura 36). En fruto, se ha utilizado
profusamente como parametro de prediccion de la calidad de almacenamiento de
las manzanas, la relacion K/Ca, encontrandose correlaciones positivas con la
incidencia de bitter pit (Tomala, 1997; Si6 et al., 1998). En 1997 se obtuvieron
valores, en cosecha, muy elevados de esta relacion debido a la baja concentracion
de calcio (Tabla 13), sin embargo, en los siguientes afios los valores fueron
menores, en torno a 20, limite a partir del cual se considera que existe riego de
bitter pit (Figura 40). Sin embargo, durante los tres afnos la incidencia de bitter-pit
fue practicamente la misma (80% tras dos meses de almacenamiento), lo que
podria conducir a pensar que quiza el valor de esta relacion en hoja tenga mayor

capacidad de prediccion que su homodnima en fruto.

El analisis floral es una herramienta que puede utilizarse para conocer el
estado nutricional de la planta. Se han descrito correlaciones entre los contenidos
de nutrientes en flor con los correspondientes en hoja a los 60 dias tras plena
floracion (Sanz et al., 1995). Sin embargo, hasta ahora, no se habia planteado
situar los resultados del analisis de flor como punto inicial de la evolucion de
hojas y frutos. En este trabajo se demuestra la coherencia de la hipdtesis expuesta
en ambos organos (apartado 4.4.), lo que justifica las correlaciones encontradas
por el resto de autores con el material foliar, e introduce el uso de los datos
florales como herramienta de diagnostico e incluso prediccion del estatus

nutricional de los frutos.

Numeroso trabajos de investigacion indican que el metabolismo del calcio
juega un papel clave en el desarrollo del Bitter-pit (Monge et al., 1995; Lang y
Voltz, 1998). En general, se acepta que el bitter-pit es el resultado de una
deficiencia de calcio en el fruto. Sin embargo, esto no debe ser totalmente cierto,
teniendo en cuenta que, segin se demuestra aplicando el método de tincidon
selectiva de calcio, el tejido afectado contiene mayor concentracion de calcio que

el sano (Figuras 47-48). Al utilizar este procedimiento, la huella del calcio no
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aparece sobre la superficie de la manzana (exceptuando la zona de bitter-pit), sino
sobre el papel de filtro impregnado en la mezcla de reactivos. Este dato sugiere
que la reaccion del calcio con el reactivo utilizado, posiblemente revele la
presencia de calcio soluble. Esta hipdtesis se apoyaria por los resultados
mostrados en las Figuras 53-54; en las que se puede observar mayor cantidad de
calcio soluble en las manchas y en el fruto sano que en el tejido sano adyacente al
afectado. Si la tincion selectiva, revelase el calcio insoluble, segun la Figura 54,
aunque las manchas aparecieran mas coloreadas, la pulpa de la manzana sana
tendria una tonalidad mas tenue que la de la afectada. Como puede comprobarse
en las citadas figuras, esto no se produce, sino que la tincion de manzanas sanas
proporciona una coloracion mas intensa que la de las afectadas, exceptuando las
zonas de las manchas. Sin embargo, sobre la superficie del fruto exclusivamente
se colorean de rojo, por efecto del reactivo, las manchas de bitter-pit. Asi, puede
deducirse que estas areas contienen algun complejo insoluble de calcio que no
esta presente en el resto de las células del fruto. Esta forma no soluble exclusiva
de las manchas se localiza en el apoplasto de estas células, es decir en sus paredes
y espacios intercelulares. La certeza de esta aseveracion proviene de una serie de
experimentos de tincidon con el reactivo para calcio que fueron realizados para el
estudio histologico de esta fisiopatia. En la Figura 79 se aprecia que Gnicamente
se tifie de rojo la zona de bitter-pit y, en la Figura 80, se observa nitidamente la

intensidad de color que aparece en las paredes celulares del tejido afectado.

216



%eéu/fm[od Yy :bidcudio'n

Microscopio
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Existen evidencias de una relacion mas estrecha entre madurez y separacion
intercelular de los puentes de calcio que se forman en la pectina de la lamela
media. Asi, conforme avanza el proceso de maduracion se produce una pérdida de
rigidez de estas membranas (Stow, 1993). Por otra parte, Marschner (1995)
sugiere la posibilidad de que en las manchas de bitter-pit, se produzca la
solubilizacién del Ca*" de las paredes celulares, para redistribuirse en el interior
de la célula y acumularse preferentemente en la vacuola. Esto seria consecuencia
de un descenso en la actividad poligalacturonasa y de la activacion del sistema
generador de etileno, que se localiza en la membrana plasmatica de la pared
celular (Mattoo y Lieberman, 1977). Asi pues, este calcio libre en el interior de la
vacuola seria soluble en agua y se encontraria en mayor proporcion en los tejidos
afectados por bitter-pit que en los sanos. Sin embargo, los analisis de las tres
clases de tejido de manzana demuestran que justamente sucede el proceso
contrario; en la zona sana de los frutos sano y afectado, la fraccion de calcio
soluble supone 55-75% del total del elemento, mientras que en la zona afectada
este valor desciende hasta el 30%. Por lo tanto, el calcio de las manchas no se
solubiliza para formar parte de la vacuola sino que permanece en forma insoluble

en la pared celular, como se ha demostrado en parrafos anteriores.

Considerando los valores absolutos de calcio soluble e insoluble en los tres
tejidos (Figura 52-54), es de destacar que la suma de las dos fracciones, en la
manzana sana, no excede la encontrada en el tejido sin sintomas del fruto
afectado. Esto indica que la baja concentracion de calcio en fruto, per se, no
desencadena la patologia. Estos resultados no contradicen necesariamente la
creencia, generalmente aceptada, que relaciona el bitter-pit con el calcio de la
manzana. Es posible que ante una abundancia de calcio que induzca un buen
estado sanitario del fruto, los mecanismos que desencadenan la patologia queden
enmascarados y, por tanto, se retrase o incluso desaparezca la aparicion de los

sintomas. No hay que olvidar que, segun Fallahi et al. (1997), concentraciones
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altas de calcio en frutos y verduras aumentan su longevidad en postcosecha
ralentizando la senescencia, previniendo ciertas alteraciones relacionadas con la
deficiencia de calcio y suprimiendo la descomposicion que producen
determinados microorganismos patdgenos. Pero en nuestras condiciones de
trabajo, que consistieron en utilizar una variedad susceptible, implantada en una
parcela que produce un alto grado de afeccidn, a pesar de los tratamientos (Mata,
2000), la cantidad del elemento en fruto es limitante. En estas circunstancias,

cobraran relevancia el resto de procesos que favorecen el bitter-pit.
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Conclusiones agronémicas:

1. Durante los tres afios de experimentacion en campo, la modificacion de la
carga de cosecha, los tratamientos con compuestos de calcio y con reguladores
de crecimiento aplicados a la parte aérea del arbol, no produjeron diferencias

estadisticamente significativas, en los pardmetros estudiados.

2. El contenido en solidos solubles aumenta con el desarrollo del fruto, al
principio de forma lenta y mas rapidamente cerca de la recoleccion.
Asimismo, se demuestra la existencia de una relacion lineal entre solidos

solubles en fruto y concentracion de clorofila foliar.

3. Se ha estimado el estatus nutricional de la plantacion mediante el método
DOP. En hoja se encontraron excesos de nitrogeno, potasio y magnesio, y
valores bajos de Ca, Fe, Mn y Zn. En fruto se han registrado fuertes

deficiencias de calcio concomitantes con excesos de magnesio.

4. Las concentraciones foliares de nitrégeno, potasio, fosforo y cobre, elementos
moviles en el floema y facilmente traslocables, disminuyen a lo largo de la
estacion; mientras que aumentan las de calcio, hierro y magnesio, que se
acumulan en los tejidos mas viejos al circular, de forma pasiva, por el flujo de

transpiracion.

5. La concentracion de nutrientes en fruto disminuye conforme aumenta el
tamafo de las manzanas, pero no se interrumpe la entrada de elementos
minerales en ninglin momento de su desarrollo. Asimismo, se ha demostrado
que el calcio y el resto de nutrientes se acumulan en el fruto con una tasa
practicamente constante a lo largo de su desarrollo. Estos resultados
contradicen la teoria tradicional que afirma que, a partir del cuajado, se

detiene la asimilacién de calcio por parte del fruto.

223



Conc/udioned

6. La relacion K/Ca es menos variable, de una estacion a otra, en hoja que en

fruto. Al obtener los tres afios similares porcentajes de afeccion por bitter pit,
se sugiere que esta relacion, en tejido foliar, es mas 1til, con fines de

diagnostico, que su homonima en fruto.

Los resultados del andlisis de flor se pueden situar como punto inicial de la
evolucion de nutrientes tanto en hojas como en frutos. Esto justifica las
correlaciones encontradas por otros autores con el material foliar, e introduce
el uso de los datos florales como herramienta de diagndstico e incluso

prediccion del estatus nutricional de los frutos.

Conclusiones fisiologicas:

1.

El método de tincion selectiva de calcio en secciones de manzana, revela una
acumulacion de calcio en las zonas afectadas por bitter pit, menor
concentracion en las zonas adyacentes y una distribucion uniforme en la pulpa
de los frutos sanos. La observacion al microscopio de las manchas de bitter pit
tefiidas directamente, indica que la fraccion apoplastica de estas células, debe
contener algiin complejo insoluble de calcio que no estd presente en el resto

del fruto.

Los analisis de tejidos demuestran que las areas de bitter pit contienen mas
calcio insoluble y magnesio soluble que el tejido sano adyacente y que la
pulpa de manzanas sanas. Se propone, como hipdtesis de trabajo, que la baja
concentracion de calcio en fruto, per se, no desencadena el bitter-pit.
Unicamente, cuando la cantidad del elemento en fruto es limitante, cobraran
relevancia otros procesos que inducen la aparicion de la fisiopatia, entre otros,

el exceso de magnesio libre en el citosol.

Se ha encontrado una acumulaciéon de cationes insolubles en el pedinculo de

manzanas afectadas por bitter pit. Esto sugiere que los cationes de los frutos
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afectados pudieran estar retenidos en los haces vasculares del pedicelo por

restricciones en su circulacion hacia el fruto.

Queda demostrada la heterogénea distribucion de cationes y aniones no solo
respecto al eje longitudinal de la manzana, sino también en la superficie
ecuatorial de la misma. Los datos mostrados en este trabajo son solo
resultados preliminares que ayudardn a la construccion de un modelo espacial
que refleje la distribucion cualitativa y cuantitativa de aniones y cationes

dentro del fruto.
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